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1.GIRiS
Sistemik otoimmiin romatolojik hastaliklar (SARD: Systemic Autoimmun
Rhomatological Disases) onemli bir morbidite ve mortalite nedenidir. Otoimmiin
romatizmal hastaliklar bircok ortak ozellik ve klinik belirtiye sahip olmalarina
ragmen, klinik seyirlerinde 6nemli ayrimlar bulunmaktadir (1). Hiicre i¢i antijenlere
kars1 tiretilmis olan antiniikleer antikorlar (ANA) gibi cesitli otoantikorlarin varlig

SARD’1n 6zellikleridir (2).

Indirekt immiinfloresan (IIF) yontemi rutinde ANA tespitinde en sik
kullanilan ve altin standart olan testtir (3). Anti-yogun ince benekli 70 (anti-DFS70:
Anti dense fine speckled 70) antikorlar, ilk olarak, interstisyel sistitli, bir hastanin
ANA IIF test paterninde tanimlanmistir (4). Tipik DFS IIF boyama modeli
cekirdegin interfaz evresi boyunca ve metafaz kromatinlerinde esit olarak dagilmis
ince benek paterni olarak kabul edilmektedir. Immunoblot (IB) testinde 70kDa
proteinin tespitinden sonra DFS70 olarak adlandirilmistir. Fakat birincil hedef
otoantijen ilk olarak lens epitelinde tiirevli biiylime faktorii (LEDGF: Lens Ephitel
Derivated Factor) veya DNA baglayan transkripsiyon koaktivator p75 olarak
tanimlanmistir. Bu protein, yiiksek oranda prostat timor dokularinda bulunur ve viral
integraz ile etkilesim yoluyla insan bagisiklik yetmezlik viriisii replikasyonu igin

kofaktor olmak gibi baz1 fizyolojik fonksiyonlara sahiptir (5).

Dellavance ve ark. (6) IIF ve IB ile incelenen 10.000 ANA pozitif serum
ornegi iizerinden yaptiklar1 degerlendirmede anti-DFS70 antikorlarinin ANA pozitif
ve herhangi bir SARD kanit1 icermeyen bireyler arasinda yaygin oldugunu
bildirmistir. Anti-DFS70 antikorlar1 Vogt-Harada sendromunda % 66.7 , Atopik
dermatit (AD) de %30 ve saglikli bireylerde ~% 10 oraninda bildirilmistir. Bunu
takiben SARD tanisi almis hastalarda sikligi anlamli olarak daha diisiik (~ % 2-3)
olarak bildirilmistir(1). SARD olan hastalarda anti-DFS70 antikorlarinin
yaygmlhigimin diisiik olmasi bize klinikte ANA pozitif saglikli bireyler ve / veya AD
gibi diger inflamatuar durumlart SARD I1 hastalardan ayirmak i¢in kullanilabilecek,
potansiyel oneme sahip bir biyomarker olarak gérmemizi saglamistir. Goreceli
olarak SARD da gozlenen diigiik oranin altinda yatan nedenler belirsizdir ama bu

demografik , genetik veya etkin tedavi miidahalelerinden kaynaklanabilir (7).



Anti-DFS70 otoantikorlarinin sistemik otoimmiin romatolojik hastaliklar i¢in
bir tan1 kriteri olabilecegini savunan arastirmacilarin yan1 sira bir diglama belirteci
olabilecegi de diisliniilmektedir (8). Bu caligmada rutin ANA IIF testinde siklikla
saptanabilen ama hakkinda ¢ok fazla arastirma yapilmamis olan anti-DFS70 ( anti-
LEDGF) otoantikorunun, sistemik otoimmiin romatolojik hastaligin tanisina
katkisinin arastirilmast ve elde edilen sonuglar 1s1¢inda bu otoantikorun olasi
oneminin degerlendirilmesi amaglanmistir. Ayrica anti-DFS70 paterninin tanisinda
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) testinin etkinliginin arastirilmast

planlanmuistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1 immiin Sistem

“Immiin” Latince kokenli bir deyim olup, eski Roma’da vergiden ve
askerlikten muaf (bagislanmis) olanlar i¢in kullanilan “immunis” kelimesinden
tiremistir. Kisilerin bazi hastaliklara karsi bagisiklik kazanabilecegi ve hasta
olmaksizin hastaliklardan yasam boyu bagislanmis kalinabilecegi diisiliniilerek bu
bagisiklik (muafiyet) hali immiinite olarak adlandirilmistir. Immiinoloji, bu
bagisikligin nasil olustugunu biyolojik ve klinik sonuclari ile birlikte inceleyen bilim

dalidir (9).

Enfeksiyonlara karsi savunmay1 saglayan hiicreler, dokular ve molekiillerin
toplamina immiin sistem denir. Immun sistemin fizyolojik islevi enfeksiyonlar:
engellemek ve yerlesmis enfeksiyonlar1 yok etmektir. Bagisik yanit 6ziinde hiicresel
bir olaydir. Immiin hiicreler kemik iligindeki kok hiicreden farklilasarak gelisirler.
Kemik iligi kok hiicrelerinin immiinolojik olarak etkin hiicre haline gelebilmesi igin
once santral lenfoid organlarda olgunlagsmalar1 gerekir. Gelisimini tamamlayan,
olgun T ve B lenfositler daha sonra periferik lenfoid organlara yerleserek antijenle
karsilasmay1 bekler ve gerektigi zaman (antijenle karsilasinca) bagisik yanit

olustururlar (10).
2.1.1 immiin Sistem Yamitlar

Organizma yabanci bir madde (mikroorganizmalar, protein ve polisakkarit
gibi makro molekiiller vs.) ile karsilastiginda immiin sistemin degisik
kompartmanlarinin  karsilikli ve diizenli etkilesimleriyle ortaya c¢ikacak cevaba
“ immiin yanit” denir. Deri ve mukdéz membranlarin fiziki bariyerleri, kan ve
dokulardaki fagositik hiicreler (makrofajlar, nétrofiller, eozinofiller), dogal dldiiriicii
hiicreler (NK), akut faz proteinleri ve kompleman sistemi dogal immiinitenin baslica
elemanlaridir. Aktive makrofajlardan salgilanan interferon alfa (IFN-a) , interferon

beta (IFN-B) ve timor nekroz faktor alfa (TNF-a) gibi sitokinler de dogal

immiinitenin birer elemani olarak islev gormektedir (11-14).

Spesifik immiinite, bir yabanci ajan ile karsilasildiginda uyarilan, sadece ona



0zgl olarak gelisen ve o ajanla tekrar karsilasildiginda daha giiclii yanit verilmesini
saglayan sistemdir. Lenfositler, antikorlar ve lenfokinler spesifik immiinitenin
baglica elemanlaridir.  Spesifik immiinite, dogal immiinitenin koruyucu
mekanizmalarini gliglendirir, bu mekanizmalar1 antijenin giris yerine yonlendirerek
yabanci antijenin ortadan kaldirilmasini kolaylastirir. Spesifik immiinite, aktif veya
pasif olarak olusturulabilir. Organizmanin yabanci antijene karsi aktif immiin yanit
vererek gelistirdigi immiiniteye “aktif immiinite”, spesifik olarak immiinize olmus
bir bireyden serum veya hiicrelerin immiin olmayan bireye nakil edilmesiyle
gelistirilen immiiniteye ise “pasif immiinite” denir. Spesifik immiin yanitlar, cevabi

olusturan immiin sistem elemanlarina gore iki gruba ayrilir:

I.Humoral immiinite: Antijeni spesifik olarak taniyyan ve ortadan

kaldirilmasini saglayan antikorlar baslica rol oynar.

2.Hiicresel immiinite: Antijeni spesifik olarak taniyan T lenfositler baslica rol

oynarlar.

Immiin Tanima: Lenfositlerin iizerindeki reseptérler tarafindan taninabilen
molekiiller “antijen” olarak isimlendirilir ve kiigiik kimyasal molekiillerden yiiksek
kompleks molekiillere kadar degisik cesitlerde olabilirler. T hiicre ve B hiicre
yiizeyinde bulunan reseptdrler, kompleks bir antijenin sadece antijenik epitop denilen

kiigtik bir pargasini taniyabilirler.

Immiin cevabi uyaran antijenlere “immiinojenler” ad: verilir. Biitiin antijenler
immiinojenik degildir. Kiigiik, nonimmiinojenik antijenlere “hapten” ad1 verilir ve
immiin yanitt uyarabilmeleri i¢in “tasiyic1” adi verilen biiylik immiinojenik
molekiillere baglanmalar1 gerekir. Biiylik protein antijenler genellikle tasiyici ve
haptene esdeger epitoplar icerirler ve bu nedenle immiinojeniktirler. Antijen spesifik
immiiniteyi nonspesifik olarak artiran substanslara “adjuvan” denir ve biiyiik protein

antijenlerini bile daha immiinojenik yapabilirler (11-14).
2.1.2 Dogal immiin Yamt

Dogal immiin sistem immiinolojik hafizaya sahip olmayan tim immiin defans

mekanizmalarini igerir. Bu nedenle, dogal immiinitenin bir 6zelligi antijenle ne



siklikla karsilasirsa karsilagsin immiin yamitin degismemesidir. Immiin yanitin bu tipi
gelisim esnasinda spesifik yanitlardan daha once gelisir. Dogal immiin yanitlar
antijenle karsilasilmadigi durumlarda da vardir ve bunlarin koruyucu etkisi yabanci
ajan icin spesifik degildir. Bu defans mekanizmalar1 6zellikle mikrobiyal patojenle
ilk temas sirasinda Onemlidir. Dogal immiin defans mekanizmalari; yapisal
bariyerleri (deri ve onun sekresyonlari, gastrointestinal sistem ve solunum sistemi
epiteli), myeloid hiicreleri, solubl ajanlar1 (eksternal sekresyonlardaki gastrik asit,
miisin, laktoferrin ve lizozim gibi), fagositleri, NK hiicrelerini ve sistemik

dolagimdaki kompleman komponentlerini icerir (11-14).
2.1.3 Edinsel Immiin Yanit

Edinsel immiinite adaptif, 6zgiil veya kazanilmig immiinite olarak anilir,
mikroorganizmalara kars1 etkin savunmay1 saglamadan once lenfositlerin ¢ogalmasi
ve farklilasmasi1 gerekir, boylece lenfositler —mikroorganizmalara gore
uyarlanmaktadir. Edinsel immiin yanitin elemanlar1 antijen ile spesifik olarak
reaksiyona girerler ve bu antijenlere sonraki karsilasmalarinda daha gii¢lii bir cevap
olustururlar (spesifite ve hafiza 6zelligi). Mikroorganizmalara kars1 konagin spesifik
immiin yamti, antikor olarak da tanimlanan immiinglobulinler (ig) ve T lenfositler
aracilig1 ile olur. Lenfosit gelisiminin erken evresinde bir antijenin varlifina gerek
yoktur, fakat bu hiicreler olgun bir antijen reseptorii eksprese ettikten sonra

yasamalar1 ve daha ileri degisimleri antijene bagimlidir (11-14).
2.2 immiinolojik Tolerans ve Otoimmiinite

Organizmaya yabanci olan mikroorganizmalari, allerjenleri ve diger
molekiilleri taniy1p bir seri savunma mekanizmasi gelistirerek onlar1 elimine etmek
immiin sistemin temel goérevidir. Bu siire¢ makrofajlar, T ve B lenfositleri ile ¢esitli
biyolojik mediatdrler arasindaki karmasik iliskilerle saglanmaktadir. immiin sistem
bir taraftan yabanci determinantlara karst cevap gelistirerek onlar1 ortadan

kaldirmakla gorevlidir, diger taraftan immiin homeostazi korumak i¢in ¢aligmaktadir

(15).

Immiin sistemin belirli bir antijene karsi yanitsiz kalmasi durumuna



immiinolojik tolerans adi verilmektedir. Bu yanitsizligin organizmanin kendisine ait
olup immiinojenik 6zellik gosteren determinantlara kars1 gelismesi durumuna dogal
immiinolojik tolerans (self tolerans), yabanci antijenlere karsi gelismesine ise

kazanilmis immiinolojik tolerans ad1 verilmektedir (16).

Normal kosullarda immiin sistemin kendi antijenik yapilarina karst bir
immiin yanit olusturmadigi bilinmektedir. Oysa her bireyin kaninda, hiicrelerinde ve
konnektif dokularinda immiin yanit olusturabilecek potansiyele sahip yapilar
bulunmaktadir. Bu antijenlere self-antijen veya 6z antijen adi verilmektedir. Oz
antijenler  lenfositlerle  siklikla  karsilagsmalarima ragmen immiin  yanit
olusturmamaktadirlar. Bu spesifik cevapsizlik durumundan cesitli mekanizmalarin

sorumlu oldugu bilinmektedir. Bunlar:

a) Klonal delesyon: Bu mekanizma ile self antijenlerle reaksiyon veren T
lenfositleri timustaki egitilme siireci i¢inde olgunlagmadan apoptoz yoluyla ortadan
kaldirilmaktadir. Timustan kagarak perifere gegcmeyi basaran az sayida T lenfositi ise

yine apoptoz ile elimine edilmektedir.

b) Sakli antijenler: Beyin, testis ve goz gibi organlarda bulunan antijenler
immiin sistemle karsilagsmadiklar1 i¢in bunlara karst bir immiin yanit

gelismemektedir.

c) Antijeni gormezden gelme: Baz1 self antijenler antijen sunucu hiicrelerin
(APC) yiizeyinde yogun bir bigimde sergilendikleri i¢in bunlara karsi ne tolerans, ne

de immiin yanit gelismektedir.

d) Anerji: T lenfositlerine kars1 APC tarafindan génderilen tanima sinyali bu
hiicrelerin aktive olmasi i¢in yeterli olmamaktadir. Ayrica yine APC tarafindan
kostimiilator sinyal veya sekonder sinyal adi verilen ikinci bir sinyal molekiiliiniin

sergilenmesi gerekmektedir. Aksi taktirde T hiicreleri anerjik fazda kalacaklardir.

e) Supresyon: Self antijenlerle gii¢lii reaksiyon veren B hiicreleri bircok
bireyde bulunmaktadir. Bu self reaktif B lenfositleri, uygun CD4 (+) T helper (Th)
hiicrelerinin supresoér T (Ts) hiicreleri ile baskilanmasi sonucu ortadan kalkmakta

veya anerjik fazda kalarak aktive olamamaktadir. Kisacasi self-reaktif B lenfositleri



Ts hiicreleri ile dolayl olarak baskilanmaktadir.

Self yapilara karst olusan toleransin ¢esitli sebeplerden dolay1 kaybolmasi
sonucunda immun sistem kendi 0z antijenlerine kars1 da immun reaksiyonlar
gosterebilmektedir. Immun sistemin kendi 6z antijenlerine karsi immun reaksiyon

gostermesi olay1 otoimmunite olarak adlandirilmaktadir (16-19).
2.2.1 Santral Tolerans

Kemik iliginde T hiicre grubuna farklilasan lenfositler timusa gelerek
olgunlagmalarin1 tamamlar. Bu donem iginde T lenfositlerinde T hiicre yiizey
reseptorleri, CD4(+) ve CD8(+) yardimec1 molekiilleri olusmaktadir. Farkli APC
hiicreleri tarafindan bu olgunlagsma déneminde T lenfositlerine biiyiik doku uygunluk
kompleksine (MHC) bagl self antijenler sunulmaktadir. MHC-self antijen
kompleksine diisiik afiniteyle baglanan T lenfositleri sinyal alamadiklar i¢in spontan
bir sekilde apoptozdan korunmakta ve timusta 6lmektedirler. Bu komplekse yiiksek
afiniteyle baglanan T lenfositleri ise apoptoz ile ortadan kaldirilmakta ve bu olay
negatif seleksiyon olarak adlandirilmaktadir. MHC molekiiliine bagl self yapilara
orta diizeyde afinite gosteren diger T lenfositleri ise timusta olgunlagmasini
tamamladiktan sonra perifere ulagsmay1 basarmaktadir. Bu olay ise pozitif seleksiyon
olarak adlandirilir. Santral toleransin olugabilmesi i¢in otoantijenlerin timusta T
hiicrelerine tanitilmasi gerekmekte ve timusta bulunmayan self yapilara karsi

tolerans olusumu i¢in periferal toleransa ihtiya¢ duyulmaktadir (12,20,21).

T lenfositlerinin aksine B lenfositleri antijen iizerindeki uygun epitoplara B
hiicre yiizey reseptorleriyle antijen sunumu olmadan veya MHC molekiiliiyle iliski
kurmadan baglanmaktadir. Bu nedenle pozitif seleksiyon olusmamakta ancak kemik
iliginde negatif seleksiyonla self reaktif, olgunlasmamis B lenfositleri elimine

edilmektedir (22).
2.2.2 Periferik Tolerans

T hiicrelerinin aktive olabilmesi i¢in APC tarafindan verilen tanima sinyali
tek basmma yeterli olmamakta, aym1 zamanda yine APC tarafindan alinacak

kostimiilator sinyale de ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu durum interldkin 2 (IL-2) gibi T



hiicre biiylime faktoriiniin salgilanmasina yol acacaktir. Kostimiilator sinyali
alamayan T hiicreleri ise uzun siiren bir cevapsizlik donemine, yani anerjik faza
geemektedirler. APC yilizeyinde kostimiilatéor molekiillerin  sergilenmemesi
durumunda bu hiicrelerin aktive edecegi self reaktif T lenfositleri anerjik hale
gecmekte ve IL-2 sentezleyemeyip kisa siire ig¢inde Olmektedir. Ayrica yliksek
konsantrasyondaki antijenler, spesifik T hiicrelerini siirekli olarak uyarmakta ve
onlarin Fas ligand araciligiyla, apoptozis sonucu Oliimiine yol a¢gmaktadir. Bazi
lenfositler ise anerjik olmadiklart halde Ts hiicreleri tarafindan inhibe edilmektedirler.
Bu mekanizmalarin yaninda T lenfositlerinin bazi antijenlere kars1 duyarsiz kaldig:

bilinmektedir (23-25).

B hiicrelerinin periferde aktive olabilmeleri i¢in Th hiicrelerinin yardimi
gerekmektedir. B hiicre yiizeyindeki CD40 ligand1 ile aktive olmus T hiicresinin
yiizeyindeki CD40 ligand: etkilesmekte ve Th2 hiicreleri IL-4 ve IL-5 gibi sitokinler
salgilamaktadir. Bu yolla, immatur B hiicreleri aktive olabilmektedir. B
lenfositlerinde tolerans olusumu icin gerekli antijen miktar1 T hiicrelerine oranla
daha fazladir. Boylece daha kolay olusan bir T hiicre toleransi, B hiicrelerinin de

tolarize edilmesini saglamaktadir (25-27).

Ozetleyecek olursak primer lenfoid organlarda gerceklesen santral toleransin
baslica diizenegini olusturan T hiicreleri 6z antijenlerle karsilasip kuvvetli etkilesim
sonucu apopitoza ugrayarak negatif se¢im ger¢eklesmektedir. Timusta 6z antijenleri
yiiksek affinite ile taniyan bazi olgunlasmamig CD4 (+) T hiicreler diizenleyici T
hiicrelerine doniigserek periferik dokulara yerlesirler. B lenfositlerde ise gerceklesen
negatif secimin yanmnda 0z antijenlere Ozgiil olmayan yeni reseptor algaci
olusturulmaktadir. Periferik dokulara gecen olgunlagsmis lenfositler 6z antijenlerle
karsilagtiklarinda etkin duruma gegemezler veya silinirler ya da diizenleyici T

hiicreleri tarafindan baskilanirlar (Bkz. Sekil 1) (19).
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Sekil 1. Oz Antijenlere Merkezi ve Periferik Tolerans (19)
2.2.3 Otoimmiinite Olusumunu Etkileyen Faktorler

Hem hiicresel, hem de humoral immiin yanitta kontrol gorevi goéren Th
hiicreleri ile iligkili tolerans bozukluklarinin otoimmiinite ile sonuglanma ihtimali
yliksektir. Ancak otoimmiin hastaliklarin olusumunu tek bir mekanizma ile
aciklamanin miimkiin olmayacagi dnemle vurgulanmaktadir. Bu siiregten sorumlu

oldugu diisiiniilen birka¢ farkli mekanizma tanimlanmistir (17,18).

a) Daha 6nce immiin sistemle karsilasmamis sekestre (sakli) antijenler travma
gibi herhangi bir etken sonucu dolagima karistiklarinda immiin yanita yol
acabilmektedirler. Ornek olarak godziin icinde bulunan uvea antijenlerinin gdziin
zedelenmesi sonucu dolagima karigmasi, sempatetik oftalmi hastaligina yol

acmaktadir.



b) Organizmanin kendisine ait olarak tanidigi ve normalde immiin yanit
gelistirmedigi yapilar fiziksel, kimyasal ve biyolojik degisiklige ugradiklar1 zaman

immiin sisteme yabanci hale gelmekte ve sonucta immiin cevaba yol agmaktadirlar.

¢) Yabanci bir antijenle viicudun kendisine ait olan bir yap1 ¢apraz reaksiyon
gosterebilmektedir. Ornegin streptokoklardaki M proteiniyle kalp kasi arasindaki

capraz reaksiyon sonucu miyokardit olugabilmektedir.

d) Th hiicrelerinin Ts hiicreleriyle baskilanmasi B lenfositlerinin aktive
olmasin1 dnler. Ts hiicrelerindeki yapisal bir bozukluk Th hiicrelerinin siirekli olarak
otoreaktif B lenfositlerini aktive etmesine neden olmakta ve bu durum otoantikor

senteziyle sonu¢lanmaktadir (26,27).
2.2.3.1 Otoimmiinite Olusumunu Etkileyen Diger Faktorler
a) Genetik Faktorler

Bircok gen otoimmiin hastalia yatkinliga neden olur, ama bunlardan en
onemlileri insan 10kosit antijen (HLA) allelleridir. Bazit HLA’lar1 yOneten gen
lokuslar1, bazi otoimmiin hastaliklarla iliskili bulunmaktadir. Ornegin Romatoid artrit
(RA) HLA-DR4 ile, Ankilozan Spondilit (AS) HLA-B27 ile iliskili bulunurken
Addison hastaligi ise HLA-BS ile iliskilendirilmektedir. Burada belirli bir HLA
allelini tagtmanin otoimmiin hastalifin gelisme riskini arttirdigini, ancak allelin
kendisinin hastalik nedeni olmadigmni unutmamak gerekir. Otoimmiin hastalikla
iliskili HLA allelini tasiyyan bireylerin biliyllkk ¢ogunlugu o hastaliga

yakalanmamaktadir.

HLA ile iligkili olmayan genlerin polimorfizmleri ¢esitli otoimmiin
hastaliklarla iligkilidir ve self toleransin bozulmasina katki saglarlar ancak tek tek az
miktarda etki gosterirler ya da hi¢ etki gdstermezler. Ornegin PTPN22 (protein
tirozin fosfataz N22) RA ve Sistemik Lupus Eritematozus (SLE) gibi romatizmal

hastaliklarla iligkili bulunmustur.
b) Infeksiyon Etmenlerinin Rolii

Enfeksiyonlar bir¢ok yolla otoimmiinitenin gelisimine katkida bulunabilirler.
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Bir dokunun enfeksiyonu o bodlgede dogal immiinitenin etkin hale ge¢mesine
boylece APC tarafindan es-uyaran iletilerinin ve sitokinlerin iiretiminin artmasina
neden olabilir. Bunun yaninda bazi mikroorganizmalara ait antijenler bazi HLA
antijenleriyle molekiiler acidan benzerlik gosterebilmektedir. Bu durumda 6z
antijenlerimize ¢ok benzeyen veya c¢apraz reaksiyon veren antijenler iiretilir. Bu
capraz reaksiyon molekiiler benzesme (mimicry) olarak tanimlanir. Bazen de T
hiicreleriyle infeksiyon etkeninin ortak antijen tasimasi, bu hiicrelerin anerjik hale

gecmelerine yol acarak otoimmiin olaylar1 baslatabilmektedir (Bkz. Sekil 2) (19).
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Sekil 2. Mikroorganizmalarin Otoimmiiniteye Yol Acma Mekanizmalari (19)
¢) Hormonal Faktorler

Bazi durumlarda bir hormon veya biyolojik mediatore karsi spesifik idyotip
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antikorlar olusmakta ve bu antikorlara karst da antiidiyotip antikorlar
sentezlenmektedir. Bunlar hormon veya mediatore baglanan antijene benzerlik
gosterdikleri i¢in, antikorlarin antijenle iliski kurduklar: hiicre yiizey reseptorlerine
baglanmaktadirlar. Bunlara anti reseptor antikorlar adi verilmektedir. Bu durumda
reseptor hasar gormekte ve fonksiyon bozuklugu olusabilmekte ya da hormonun
baglanmas1 engellenerek hormona karsi direng artmaktadir. Son olarak reseptor

aktive olabilmektedir (19,27,28).
2.3 Otoantikorlar ve Otoimmiin Hastalhklar

Otoantikorlar, viicudun kendi 6z antijenlerine karsi olusur, oysa ki immiin
sistemde gorevli hiicrelerin tolerans mekanizmasi ile caligmasi beklenir. Bu
mekanizma diizglin ¢alismaz ise otoimmiin hastaliklar goriilebilmektedir.
Otoantikorlar, bireylerde SARD (veya organ spesifik otoimmiin hastaliklarin)
belirteci olabilecekleri gibi, saglikli bireylerde de bulunabilirler. Bu antikorlar bir
organ veya dokuya 6zgiil olabilmekte veya viicudun bir¢ok farkli dokusunda bulunan
hiicre niikleusu, mitokondri, DNA ve IgG gibi yapilara da baglanabilmektedirler
(28,29).

Otoimmiin yanitin tipine gore bazi otoimmiin hastaliklarda immiin yanit tek
bir organ veya dokuyla sinirli kalabilmektedir. Bunlara organ spesifik otoimmiin
hastaliklar ad1 verilmektedir. Ornegin Hashimoto tiroiditinde &zgiil bir bicimde tiroid
bezi elemanlara karst immiin yanit gelismektedir. Diger taraftan bazi otoimmiin
hastaliklarda ise birgok farkli organ tutulumu s6z konusudur. Bu hastaliklara ise
organ spesifik olmayan veya sistemik otoimmiin hastaliklar ad1 verilmektedir. Ornek
olarak RA ve SLE gibi hastaliklarda deri, bobrekler, akciger, sinir sistemi ve

eklemlerde otoimmiin reaksiyonlar gelisebilmektedir (28,30,31).
2.3.1 Romatoid Artrit

RA eriskinde en sik goriilen, etyolojisi heniiz net olarak bilinmeyen primer
olarak sinovyal dokular1 hedef alan, sistemik otoimmiin bir hastaliktir. Sinovyumun
asir1 proliferasyonu, etrafindaki dokularin erozyonuna yol agar. Simetrik poliartikiiler

tutulum karakteristik olmasina ragmen oligoartikiiler ve monoartikiiler tutulum ile de
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kendini gosterebilir. Sistemik bir hastalik olma 6zelligi ile birgcok doku ve sistemi
etkileyebilir. RA herhangi bir yasta ortaya ¢ikabilir ve hastalarin %80°1 35-50 yaslar1
arasindadir. Kadin cinsiyette 2-3 kat daha fazla goriiliir. Diinyada goriilme
sikligt %0.5-1 arasinda degismekle birlikte cografi dagilim, irk ve etnisiteye gore

farkliliklar gosterebilir (32-40).

Ulkemizde Akar ve ark.(41)’nim izmir bélgesinde yaptiklar1 bir calismada RA

prevalanst % 0.5 bulunmustur.

Primer olarak sinovyal dokular1 etkileyen bu hastaligin patogenezinde
CD4(+) T lenfositler rol almaktadir. APC (makrofaj, dendritik hiicre, tip A
sinovyosit, B lenfositler) tarafindan T hiicrelerine antijen sunulur. Makrofajlar,
plazma hiicreleri, B hiicreleri ve lokositler aktive olur ve bunlarin sentezledikleri
sitokinler, biiyiime faktorleri, PGE2, elastaz, kollajenazlar, sitromelisin gibi
proteazlar ve diger enzimler eklem hasarina neden olurken fibroblastlar, kondrositler
ve sinovyal hiicreler prolifere olur. Bu kemik-kikirdak destriiksiyonu, fibrozis ve

ankiloza neden olur (33,38-40).
2.3.1.1 Romatoid Artrit Ile iliskili Otoantikorlar
a) Romatoid Faktor

Romatoid faktoér (RF), IgG’nin Fc parcasinin Cy2 ve Cy3 zincirlerine karsi
iretilmis bir antikordur. RA’I1 hastalarin %70-80'inde pozitif sonu¢ verir ve RF
varliginin RA tanisini belirlemedeki prediktif degeri diisiik oldugu icin RF pozitifligi
RA tanisin1 koydurmaz. Bu nedenle tarama testi olarak kullanilmamaktadir. Ancak,
klinik olarak siiphelenilen bireylerde taniyr dogrulamak i¢in RF bakilabilir. RF
varlig1 prognostik agidan 6nemli olabilir, ¢linkii yiiksek titreleri olan kisilerde, eklem

dis1 bulgular daha sik goriilmektedir (38-40,42,42).
b) Anti-cyclic citrullinated peptide (Anti- CCP)

RA ya spesifik epitoplarin benzeri yapay peptit olan flagrin ve onun sirkiiler
formu gibi sitrulinize proteinlere karsi olugsmus antikorlara *’cyclic citrullinated

peptide’’ (CCP) antikorlar1 denir. Anti-CCP, antikeratin antikoru ve antiperiniikleer
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faktoriin de bulundugu antifilagrin antikorlar1 ailesinin bir {iiyesidir. Anti-CCP
antikorlart RA' da ¢ok erken evrede saptanabilir. Anti-CCP antikorlar1 erozif ve
erozif olmayan RA ayirict tanisinda ¢ok giiglii bir parametredir. RA’da anti-CCP,
RF ile birlikte bakildiginda prognoz takibi agisindan ¢ok daha etkili olabilir. Anti-
CCP pozitif olan RA’l1 olgularda radyolojik olarak eklem hasari, negatif olanlara
gore daha belirgindir (44-46).

2.3.2 Sistemik Lupus Eritamatozus

SLE etyolojisi tam olarak bilinmeyen, basvuru sekli, seyri ve prognozu
bireysel farkliliklar gosteren sistemik otoimmiin bir hastaliktir. Etyolojide genetik,
hormonal, c¢evresel faktorlerin rol oynadigi disiiniilmektedir. Hastalik 20-40 yas
arasindaki kadinlarda; yiizde kelebek seklinde dokiintli ve artralji karakteristiktir.
Akciger, bobrek, kalp, sinir sistemi ve diger organlar da etkilenir.
Hastalarin %90’mi1 kadinlar olusturmaktadir ve hastaligin klinik siireci alevlenme,
kronik hastalik donemi ve remisyondan olusmaktadir. SLE ailevi gecis gosterir.
Diger otoimmun hastaliklarla birlikteligi sik goriiliir. Biitiin bunlar poligenetik
faktorlerin etyolojide dnemli rol oynadigini gosterir. HLA-DR2 ve HLA-DR3 pozitif
olanlarda SLE goriilme riski 3 kat artmistir (47,48).

Patogenezinde hiicre ylizey proteinleri ve dolasimdaki proteinler ile
tepkimeye giren otoantikorlar hastaligin ¢esitli klinik tablolarindan sorumludur. Bu
otoantikorlar genellikle histon, nonhiston, RNA binding, sitoplazmik ve niikleer
proteinlere karst olusur. ANA, anti-double stranded DNA (anti-dsDNA) antikorlar,
kiigtik niikleer riboniikleer proteinlere karsi antikorlar hastalarin ¢ogunda pozitiftir.
ANA, anti-dsDNA ve anti-Smith (anti-Sm) bu antikorlardan en dnemlileridir. ANA,
hastalarin %95’inde mevcuttur. Anti-dsDNA hastalik i¢in daha spesifiktir ve %50—
60 oraninda hastada saptanir. Anti-dsDNA titreleri zaman i¢inde ve hastaligin
aktivitesine gore degiskenlik gosterirken, anti-Sm antikor diizeyleri ise genellikle

sabit kalir (49,50).

SLE tanist klinik ve laboratuvar bulgulara dayali Amerikan Romatoloji
Birligi’nin siiflamasi temel alinarak konulur. Anti-dsDNA ya da anti-Sm antikor

pozitifligi SLE tani kriterleri arasindadir (51,52).
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2.3.3 Ankilozan Spondilit

AS baslica sakroiliak ve vertabral eklemleri daha seyrek olarak da periferik
eklemleri tutan, bunun yaninda ekstraartikiiler bulgular1 da olan kronik ve progresif
seyreden bir romatizmal hastaliktir. AS ¢ogunlukla kas ve iskelet sistemini tutsa da
kardiovaskiiler, pulmoner, renal, norolojik, gastrointestinal sistem tutulumu da
goriilmektedir. AS’in klinik bulgular1 15-30 yaslar arasinda nadiren akut baslayabilir.
Erkek populasyonda daha sik gozlenir. Etyopatogenezi net olarak bilinmemekle
birlikte iizerinde en ¢ok durulan konular genetik yatkinlik, ¢evresel etkenler ve
enfeksiyonlardir. HLA-B27 antijeni ile AS arasinda kuvvetli bir iligki bulunmustur.
AS’li hastalarin %90°1 HLA-B27 pozitiftir ve HLA-B27 genetik riskin % 20-30’una
katkida bulunur. AS gelisiminde HLA-B27 disinda suclanan bircok gen bolgesi
mevcuttur. Spondiloartrit tanisi i¢in spesifik tanisal test yoktur. RF ve ANA’nin
negatif olmasi beklenir, HLA-B27’nin de tanisal degeri sinirlidir. Klinik semptom

ve radyolojik bulgularla hastalik tani kriterleri olugturulmustur (53-58).
2.3.4 Skleroderma (Sistemik Skleroz)

Sistemik Skleroz (SSc), kollajen ve diger bag dokusu makromolekiillerinin
deride ve cesitli organlarda asir1 birikmesiyle doku fibrozu, kiigiik damarlarin
proliferatif ve okliizif vaskiilopatisi ile tanimlanan, nedeni bilinmeyen, otoimmiin bir
bag dokusu hastaligidir. Patogenezde immiin aktivasyon ve vaskiilopati énemlidir.
Hastalarinin deri biyopsilerinde T lenfositler, mast hiicreleri ve makrofajlar basta
olmak {iizere inflamatuar hiicre infiltrasyonu saptanmistir. Hastalik en sik 30-50
yaslarinda ve siklikla kadin cinsiyette goriilmektedir. Karakteristik cilt tutulumuna
eslik eden cesitli derecelerde i¢ organ tutulumu goriiliir. Klinik tabloya halsizlik,
cabuk yorulma ve kilo kaybi gibi sistemik semptomlar da eslik edebilir. Hastalik
alevlenme ve remisyonlarla seyretmektedir. Skleroderma klinik olarak sistemik ve

bolgesel olmak tizere iki ana gruba ayrilir (59-62).
a) Sistemik Skleroderma

Sistemik skleroderma, hastalarda goriinen bulgulara dayanarak CREST

sendromu olarak da adlandirilir. CREST sendromu ismini bulgularin bas harflerinden
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almistir. Bu bulgular: Kalsinoz kutis (Calcinosis) , Reynaud fenomeni (Reynaud’s
fenomenia), 6zofagal fonksiyon bozuklugu (Esophageal dysfunction), sklerodactili
(Sclerodactyly), telanjiektazi (Telangiectasias). Sistemik Sklerodermanin 3 alt tipi
vardir; yaygin (diffuse), sinirli (limited) ve cakisan (overlap) (63).

b) Bolgesel (Lokalize) Skleroderma

Deriyi, ¢ok nadir olarak deri alt1 dokularini tutan fakat i¢ organlar1 tutmayan

hastalik formudur (63).

SSc hastalarinin yaklasik %75’inde dolasan otoantikorlardan bir veya daha
fazlas1 bulunur. Bunlar topoizomeraz I (Scl-70), sentromer antijenler, fibrillarin,
RNA polimeraz, PM-Scl, RNA LII ve III antijenlerine kars1 gelismis otoantikorlardir.
Serolojik bulgular i¢inde en 6nemlisi ANA’nin sklerodermali hastalarin hemen
hemen tamaminda pozitif olmasidir. Scl-70 antikorlar1 SSc i¢in oldukga 6zgildiir (%

98-100) ve interstisyel akciger tutulumu igin yliksek risk gostergesidir (64-67).
2.3.5 Sjogren Sendromu

Tiikriik ve gozyasi bezlerinin immiin reaksiyonlar sonucu hasar gormesi ile
olusan agiz, géz ve mukozalarin kurumasi seklinde kendini gosteren sistemik
enflamatuar bir hastaliktir. Salgi kanallarini etrafinda mononiikleer ve CD4(+)
lenfosit infiltrasyonu goriilmektedir. RA, SLE ve skleroderma gibi hastaliklarla bir
arada goriilmektedir. Ozellikle 40 yas iistii kadmlarda daha sik goriiliir. Ug gruba
ayrilmaktadir: Primer Sjogren (Sicca) sendromu, Sekonder Sjogren sendromu ve RA
ile beraber goriilen 3. tip Sjogren sendromu. Primer Sjégren sendromu HLA-DW3
alleli ile iligkilendirilmektedir. Sekonder Sjogren sendromu ise sicca sendromu, SLE,
polimiyozit ile birlikte goriilmektedir. Sjogren sendromunda %70’in {izerinde bir
ANA pozitifligi ile beraber SS-A(Ro) ve SS-B(La)’ye karsi gelisen spesifik

antikorlarin bulunmasi tanida 6nem tagimaktadir (28,68).
2.3.6 Polimiyositis/Dermatomiyositis

Polimiyositis (PM) ¢izgili kaslarda enflamasyon, zayiflik ve agrilarla

karakterize, perivaskiiler sistem tutulumunun goriildiigii bir hastalik grubudur. Bu
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durumun tipik deri dejenerasyonu ile birlikte goriilmesine dermatomiyositis (DM)
ad1 verilmektedir. Damar cevrelerinde CD4(+) T ve B lenfositlerinin infilitrasyonu
goriilmektedir. Hastalarin ortalama %25’inde serumda t-RNA sentetaz enzimlerine
kars1 otoantikorlar bulunur. Bunlardan birisi olan anti Jo-1 antikorunun 6zgiilliigliniin

PM igin yiiksek oldugu bilinmektedir (28,68).
2.4. Anti niikleer antikorlar (ANA) ve Klinik Onemi

ANA kromatin olarak adlandirilan DNA-histon kompleksine, niikleer veya
sitoplazmik riboniikleer proteinlere, ¢oziilebilen hiicresel reseptorlere, niikleolar ve

sitoplazmik diger yapilara karsi olusan antikorlarin genel adidir (69).

ANA ilk olarak 1948 de SLE’li hastalarin kemik iliginde LE hiicrelerinde
saptandi. LE hiicresi, deoksiriboniikleoproteine yonelik antikorun opsonin olarak
etkisi sonucu, antikor ile sensitize olmus niikleusun polimorf niiveli nétrofiller
tarafindan fagositozu sonucu olusur. 1950’lerin sonunda IIF yoOnteminin

gelistirilmesiyle ANA’nin daha duyarl olarak degerlendirilmesi saglanmistir (70).

Niikleer antijenik yapilara karsi olusan otoantikorlar genellikle I1gG smifi
antikorlardir. IgG tipi ANA, IgGl, IgG2a, IgG2b ve IgG3 olarak dort alt gruba
ayrilmistir. Bu alt gruplarin antikorlarin spesifitesi ve hastaligin siddeti ile olmasa da

farkli IIF paternleriyle iligkili oldugu diistinilmektedir (69,71).

RA, SLE, Sjogren sendromu, skleroderma, sistemik skleroz, CREST
sendromu, PM/DM, miks bag doku hastaligt (MCTD: Mix connective tissiue
diseases) gibi bag dokusu hastaliklarinin (BDH) tanisinda ve tedavisinin takibinde
ANA biiylik 6nem tasimaktadir. Fakat ANA’nin sadece pozitif oldugunun bilinmesi
bir BDH tanis1 i¢in yeterli degildir ve tarama testi olarak kullanilmaktadir. Bazi
ilaglar da (prokainamid, hidralazin, fenotiyazinler, difenilhidantoin, izoniyazid ve

kinidin gibi) ANA pozitifligine yolagabilir (69,72).

BDH disinda ANA’nin pozitif olabilecegi durumlar Tablo 1 de 6zetlenmistir.
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Tablo 1. BDH disinda ANA’nin pozitif olabilecegi durumlar (43)

Romatizmal Hastahklar
-Romatoid artrit

-Sjogren Sendromu

-SLE

Enfeksiyoz Hastalhklar
-Subakut Bakteriyal Endokardit
-Tiiberkiiloz

-Enfeksiy6z Mononiikleozis

-Polimiyozitis/Dermatomyozitis -Viral Hepatitler

-Skleroderma -Sifiliz

-MCTD -Lepra

-Vaskaiilitler -Salmonelloz

Maligniteler Hematolojik Hastaliklar
-Lenfomalar -Idiyopatik Trombositopenik Purpura
-Losemiler -Otoimmiin Hemolitik Anemi

-Plazma Hiicre Diskrazileri
-Soliter Maligniteler(akciger, meme)

Karaciger hastaliklar:
-Kronik Aktif hepatit
-Primer Biliyer Siroz
-Otoimmiin hepatit

Akciger hastaliklar
-Idiyopatik Pulmoner Fibrozis
-Primer Pulmoner Hipertansiyon

Endokrin Hastaliklari
-Tip 1 Diyabetes Mellitus
-Graves Hastalig1

Diger nedenler
-Multible Skleroz
-Son Dénem Bobrek Hastaligi

-Kemoterapi ve Radyoterapi sonrasi
-Transplantasyon Sonrasi
-Saglikli bireyler

2.4.1 ANA Subtipleri

Niikleusta farkli yerlesim gosteren bircok antijene karsi gelisen antikorlarin
genel ifadesi olan ANA, niikleik asitler, bazik histon proteinleri ve asidik nonhiston

proteinlerine kars1 gelisen antikorlar olarak 3 ana kategoriye ayrilmistir (73).
a) Anti-dsDNA ve Anti-ssDNA:

Anti-dsDNA, DNA yapisindaki piirin ve pirimidin antijenlerine karsi, anti-
single stranded DNA (anti-ssDNA) ise deoksiriboz iskeletindeki kompanentlere karsi
gelisen antikorlardir. Anti-ssDNA’nin daha sik goriildiigii ve herhangi bir hastaliga
kars1 spesifitesinin bulunmadigi bilinmektedir. Anti-dsDNA ise tek basina ve nadiren

gorlilmekte SLE icin yiliksek spesifite gostermesine ragmen diger BDH’da diisiik
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titrelerde bulunmaktadir. Anti-dsDNA antikorlarmin titresi ~ SLE’de hastalik
siddetiyle iliskili olarak yiikselmekte ve hastaligin takibinde biiyilk Onem
tagimaktadir (74,75).

b) Anti-Histon Antikorlari:

Histonlar deoksiriboniikleoproteini olusturmak {izere DNA ile kompleks
yapan temel niikleer proteinlerdir. Memelilerde H1, H2A, H2B, H3 ve H4 olarak 5
alt gruba ayrilmistir. Genellikle SLE, RA, ilaca bagh lupus, sistemik skleroz ve
MCTD hastaliklarinda goriilmektedir (76,77).

¢) Anti-Sm ve Anti-RNP:

Sm ve Ribonucleic particle (RNP) antijenleri birbirlerine ¢ok yakin, kii¢iik
niikleer RNA kompleksleridir. Bunlara karsi gelisen antikorlarin prekiirsor
mRNA’larin kesilmesi sirasinda rol oynadigi, bu kesilme olaymi inhibe ederek
fonksiyonel mRNA olugumunu engelledigi bilinmektedir. Anti-Sm antikorlar1 SLE
hastalarinda %5-30 oraninda saptanabilmektedir. Anti-Sm SLE hastalarindaki
yiiksek spesifitesinden dolay1 serolojik tani kriterleri arasindadir. Anti-Sm antikorlar1
genellikle anti-RNP ile birlikte goriilmektedir. Anti-RNP, birgok BDH’da
olusabilmekte, yiiksek titrelerde goriildiiglinde MCTD i¢in tanisal deger tasimaktadir
(52,78,79).

d) SS-A (Ro) ve SS-B (La) Antikorlari:

SS-A(Ro) ve SS-B(La) antikorlart RNA polymerase III transkriplerini isleyen
makromolekiiler bir komplekse ait iki adet kiiclik niikleer RNP’dir. Bu antijenler
hiicre dongiisiiniin safhalarina gore niikleusta veya sitoplazmada bulunabilirler. Ro
antijeni olarak da bilinen SS-A bir niikleik asit antijeni olmayip sitoplazmiktir ve
buna kars1 gelisen antikorlar genellikle SLE ve Sjogren sendromunda goriilmektedir.
SS-B veya diger adiyla La ise ¢Oziinebilir sitoplazmik RNA-protein antijenidir ve
SLE’de goriilmektedir. SS-A ve SS-B hiicrenin fonksiyonlarina bagli olarak
sitoplazma ve niikleusta bulunabilmekte ve her iki antijen de polipeptitler iizerine
yerlestikleri i¢in tripsine duyarlilik gostermektedirler. SS-A substrat fiksasyon

asamasinda bozulabildigi ve yikama iglemi ile ortadan kaldirilabilecegi i¢in yalanci
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negatiflige yol acabilmektedir. Bu sebeple hiicre kiiltiirleri dondurulmus dokulardan
daha duyarli kabul edilmektedir. SS-A’ya kars1 antikorlar SLE hastaligmin erken
donemlerinde tek basina, ge¢ donemlerinde ise SS-B’ye karsi gelisen antikorlarla bir
arada bulunmaktadirlar. Anti SS-A antikorlarmin C3 ve C4 eksikligi, subkutanoz
lupus ve neonatal lupus ile iliskili oldugu da bilinmekte, ayrica primer biliyer siroz,
kronik aktif hepatit gibi hastaliklarin yani sira saglikli kisilerde de bulundugunu
gosteren bulgular vardir. SS-A antikorlar1 tek basina veya SS-B antikorlariyla
birlikte vaskiilit, kriyoglobulinemi, 16kopeni, anemi gibi hematolojik hastaliklar ve

merkezi sinir sistemi hastaliklariyla da iliskilendirilmektedirler (74-76,80).
¢) Anti Scl-70 ve Anti Sentromer Antikorlari:

Scl-70’e kars1 gelisen antikorlar ve anti-sentromer antikorlari (ACA) nadiren
bir arada bulunmaktadirlar. Scl-70 antijeninin temel kromozomal bir protein oldugu
ve DNA topoizomeraz enziminin par¢alanmasi ile ortaya ¢ikan iirlinlerden biri
oldugu bilinmektedir. Scl-70 antijenine karsi gelisen antikorlarin ise bu enzimin
siipersarmal DNA iizerindeki acilma aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir. Bu
antikor SSc hastalarin 9%22-28’inde, hastalifin diffiiz formunda ise %33 oraninda
saptanmigtir ve SSc hastaliginin tanis1 ve prognozunda dnem tagimaktadir. Sentromer
antijenleri li¢ tabakali kinetokorun i¢ ve dis tabakalarinda yer alan ii¢ proteinden
ibarettir. Anti sentromer antikorlarinin ise sistemik sklerozun bir varyant1 olan
CREST sendromu i¢in oldukg¢a spesifik oldugu bilinmektedir. Bunun yani sira bu
antikorlar sistemik skleroz, primer Raynaud fenomeni, SLE, MCTD ve primer

biliyer siroz hastaliklarinda gortilebilmektedir (76,80,81).
f) Niikleolusa Kars1 Antikorlar:

Niikleolusa karsi gelisen antikorlar SSc basta olmak iizere SLE, Sjogren
sendromu ve Raynold fenomeninde goriilmektedir. Immiinofloresan boyama

teknikleri ile niikleolar paternde boyanabilen bir¢ok antikor gosterilmistir.

Bu antikorlarin baginda anti-RNA polimeraz I antikorlar1 gelmektedir ve SSc
hastalarin  %4’linde goriilmektedir. Bu antikor rRNA’nin 6nciil molekiillerini

kodlayan genin transkripsiyonunda gorevli RNA polimeraz [ enzimine karsi
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gelismektedir ve IIF’de noktali niikleolar boyanma gostermektedir.

Anti-fibrillarin antikoru fibrillarin antijenine karsi gelismistir.  Sistemik
skleroz i¢in 6zgiil olup hastalarin %8’inde rastlanmaktadir. Bu antikorun varlig1 kalp
ve akciger tutulumu ile iligskili bulunmakta ve IIF’de kiimeli niikleolar boyanma

gostermektedir.

Bir diger niikleolar antijen PM-Scl‘nin islevi tam olarak bilinmemekte ve pre
ribozomal bir partikiil oldugu diisiiniilmektedir. Buna kars1 gelisen antikorlarin PM
ve SSc iligkili oldugu gosterilmistir. Bu antikorlar IIF’de homojen niikleolar

boyanma gdstermektedir (71,76,80).
g) Niikleer/Sitoplazmik Antijenlere Kars1 Olusan Antikorlar:

Niikleer/sitoplazmik antijenler arasinda Jo-1, PL-7, PL-12, Mi-1, Mi-2 ve Ku
bulunmaktadir. Ozgiil aminoagil-tRNA sentetaz molekiilleri olan Jo-1, PL-7 ve PL-
12, protein sentezinde amino asitleri aktive ederek kendilerine uygun tRNA’lara
baglanmalarini saglayan enzimlerdir. Bu antijenlere kars1 gelisen antikorlar 6zellikle
PM/DM hastalarinda %4-30 oraninda bulunmaktadir. Anti Mi-1 ve anti Mi-2
antikorlarinin birbirinden bagimsiz olarak ortaya ¢iktigi, DM ile yakin iligkili oldugu
bulunmustur ve hastaliga 6zgii iki 6nemli marker olarak gosterilmistir. Anti-Ku
antikoru ise DNA’ya baglanan p70/p80 niikleer protein ¢iftine kars1 gelismekte olup
IIF’de yaygin benekli ve niikleolar boyanma gostermektedir. Anti-Ku antikorlar1 SSc,

PM ve SLE hastalarinda siklikla goriilmektedir (76,80,82,83).
h) PCNA’ya (cyclin= PL-5) Kars1 Olusan Antikorlar:

Niikleer hiicre siklusunun S-fazina yonelik en Onemli antijen olan
proliferating cell nuclear antijen (PCNA) DNA replikasyonu ve tamirinde temel rol
oynayan DNA polimeraz delta enzim kompleksinin bir faktoriidiir. PCNA antijenine
kars1 gelisen antikorlar enzim aktivitesini inhibe etmektedir. SLE hastalarinin %2-

3’linde pozitiflik saptanmaktadir (80,83).

i) Romatoid Artrit ile Iliskili Niikleer Antijene (RANA) Kars1 Gelisen
Antikorlar:
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RANA’ya kars1 gelisen antikorlar RF ile benzerligi bulunmayan IgG
yapisinda antikorlardir. Sadece Epstein Barr Virus (EBV) ile transforme hiicrelerde
goriildiigiinden RA hastaliginin patogenezinde EBV olasiligint desteklemektedir.
SLE , diger BDH’da ve normal bireylerde ise daha az siklikta goriilmektedir (76,80).

j) Anti-Ma Antikorlar1:

SLE hastalarinda saptanan anti-Ma antikorlarinin hastaligin ciddiyetini ifade
ettigi ve bobrek tutulumu, hipertansiyon, norolojik hastalik, kompleman diizeyinde
azalma, hepatosplenomegali, lenfadenopati ile iligkili oldugu bilinmektedir. Asidik
bir protein olan Ma antijenin nefrit atagindan hemen 6nce dolasimda goriilmeye

baslandig bildirilmistir (80).
2.4.2 Anti Niikleer Antikorlarin Laboratuvar Tan1 Yontemleri

Otoimmiin hastaliklarin tanisinda kullanilan ve ¢esitli niikleer yapilara karsi
gelisen otoantikorlar ANA bashigr altinda toplanmaktadir. Glinlimiizde bunlarin
tanisinda bir¢ok yontem kullanilmaktadir. En sik kullanilan yontemler IIF ve ELISA

yontemleridir (84,85). Bu yontemlerden bazilart:
a) Indirekt immiin Floresan Testi

b) Immiinodifiizyon

¢) Counter Immiinoelektroforez

d) Immiinoblot

e) Radyoimmiinopresipitasyon

f) Radioimmiinassay (RIA)

g) ELISA

a) Indirekt Immiin Floresan Testi : ANA arastirilmasinda en eski
yontemler arasinda bulunan IIIF hala kullanimdaki en yaygin ve altin standart olarak

kullanilan yontem olma 6zelligini korumaktadir. Duyarlilik, uygulama kolaylig1 ve
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diisiik maliyeti nedeniyle avantajli goriilmektedir (86).

IIF tekniginde uygun substrat se¢imi biiyiikk 6nem tasimaktadir. Bir cok doku
kesiti ve hiicre kiiltiirleri substrat olarak kullanilabilmektedir. Substrat olarak cesitli
kaynaklarin kullanilmas1 ve konjugatlar i¢in belirlenmis bir standardin bulunmamasi
onemli olumsuzluklaridir. Degerlendirmenin tamamen yorumlayan kisinin bilgi ve
deneyimine birakilmasindan dolay1 laboratuar i¢i ve laboratuarlar arasi ¢alismalar

karsilastirildiginda farkli sonuglar ortaya ¢ikabilmektedir (69).

Gilinlimiizde IIF testinde yaygin olarak Hep-2 hiicreleri kullanilmaktadir. Bu
hiicrelerin biiyiik niikleuslar1 bulunmakta ve hiicre siklusu boyunca farkli sekillerde
sergilenen antijenler saptanabilmektedir (69). Hiicre c¢ekirdeginde gozlenen boyama

paternlerine diger konu baglig1 altinda yer verilecektir (Bkz. B6liim 2.4.4)

b) immiinodiffiizyon: Monospesifik bir prototip serum ile timus ve dalak
doku ekstraktlart kullanilmaktadir. DNA gibi biiyiik molekiillerin agarda diffiizyonu
zaylf oldugu i¢in bu yoOntemle anti-DNA tayini zor gerceklesmektedir. Klinik
ozellikleri SLE olan ancak IIF testi negatif olan hastalarin serumlari
immiinodiffiizyon yontemi ile calisgildiginda ANA IIF testi negatif olmasina ragmen

SS-A/Ro antijenlerine kars1 gelisen antikorlar pozitif sonug verebilmektedir (87,88).

¢) Counter Immiinoelektroforez (CIE): Immiinodiffiizyon teknigine gore
daha hassas oldugu bilinmektedir. DNA ve RNA gibi asidik antijenleri katodal (-)
kuyucuga, 6zgiil antikorlar1 ise anodal (+) kuyucuga yerlestirilerek elektroforez
islemi uygulanmaktadir. Bu yontemde antijen kaynagi olarak kaba ekstreler
kullanilir, duyarliligi kismen yiiksektir ve yiikler sayesinde farkli antijenler
kolaylikla tanimlanabilmektedir. Ancak basit antijenleri saptayamamasi ve serumda

en az 10 mg/ml antikora gereksinim duymasi sinirlayict 6zelliklerindendir (88,89).

d) Immiinoblot: Western blot olarak da bilinen bu test ¢ogu otoantikorun
tanimlanmasinda kullanilan temel bir testdir. Western blot ile elektroforez islemiyle
poliakrilamid jelde eksrakte edilen proteinler elektrotransfer yontemi ile nitroseliiloz
iceren kagitlara aktarilmaktadir. Bu nitroseliiloz kagitlar stripler halinde kesilir ve

serum ile inkiibe edilir (89).
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35
e) Radyoimmiinopresipitasyon: Bu yontemde kiiltiire alinmis hiicreler S

(proteinleri isaretlemek i¢in) veya 32P (niikleik asitleri isaretlemek igin) ile inkiibe
edilmektedir. Daha sonra sentetik boncuklara baglanmig hasta antikorlari,
isaretlenmis antijenlerle baglanmaktadir. Bu antijenler boncuklardan ayrilarak
poliakrilamid jel iizerine dokiilerek elektroforetik ortamda boylarina gore
ayristirilmaktadir. Jelin radyografisi ¢ekildiginde otoradyografide isaretlenmis ilgili
antijenler bantlar seklinde goriilmektedir (82).

Radyoimmiinoprespitasyon yontemi yiiksek diizeyde duyarlilik ve spesifite
gibi bircok avantaja sahiptir. Immiinodifiizyon yéntemi ile karsilastirildiginda Ro
gibi kiiciik hiicresel kompanentlere karsi gelisen antikorlarin ve Ul, RNP gibi
antijenlere karsi gelisen antikorlarin belirlenmesinde c¢ok daha duyarli oldugu

goriilmiistiir (90).

f) Radioimmiinassay: Ozellikle anti-DNA analizinde kullanilan bir
yontemdir. Iki gruba ayrilmaktadir: Solid faz RIA ve Solubl faz RIA. Solid faz RIA
tekniginde antijen kat1 bir yilizeye kaplanmaktadir. Spesifik antikorlar antijene
baglandiktan sonra, buna baglanabilecek radyoaktif igaretli insan anti-globulin
antikoru ortama eklenmektedir. Son asama gama tayfolcer ile ortamdaki
radyoaktivitenin belirlenmesidir. Hasta serumundaki antikor miktar1 ise standard
serum kullanilarak belirlenmektedir. Solubl faz RIA tekniginde ise kat1 bir yiizey
yerine ortam olarak solusyonlar kullanilmaktadir. Anti-dsDNA antikorlarinin
belirlenmesinde kullanilan Fahr testi bu teknigin prototipidir. Hasta serumundaki
dsDNA antikorlar1 ortamdaki isaretli DNA’ya baglandiktan sonra ortama katilan
NH2S0O4 serbest haldeki DNA yerine antikora baglanmakta ve antikorun baglh
bulundugu DNA’y1 ¢oktiirmektedir. Cokelti miktar1 hasta serumunda mevcut anti-
dsDNA miktart ile dogru orantilidir. Son olarak ¢okeltinin radyoaktivitesi dlgiiliip
total radyoaktiviteye oranlanarak sonuclar yilizde degerleriyle belirlenmektedir.
Normal bir serumun DNA baglama kapasitesi yaklasik % 20 iken SLE’de bu
oranin %100 oldugu bilinmektedir (82,88).

g) ELISA: Ikinci antikorun baglanmasina kadar uygulanan asamalar solid faz

RIA yontemine benzemektedir. ELISA da ortama katilan ikinci antikor, radyoaktif
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bir izotop yerine alkalen fosfataz veya peroksidaz gibi bir enzimle bagh
bulunmaktadir. Daha sonraki basamakta ortama eklenen substrat ile bu enzim
reaksiyona girmekte ve renk aciga cikmaktadir. Reaksiyon durdurulduktan sonra
optik bir okuyucu ile rengin koyulugu Oolgiiliip standart serumla karsilagtirma

yapilarak kalitatif veya kantitatif bir sonug verilmektedir (82).

ELISA yontemi Ozellikle dsSDNA ve ssDNA’ya karsi olusan antikorlarin
belirlenmesinde kullanilmaktadir. Bunun yaninda anti-ekstrakte edilebilen niikleer
antijen (anti-ENA) ve anti kardiyolipin antikorlarin belirlenmesinde de tercih
edilmektedir. Pikogram ve nanogram diizeyinde sonu¢ verebildigi icin RIA
yonteminden daha c¢ok tercih edilmektedir. Ayrica ELISA yoOnteminde total ANA
tespiti de yapilmaktadir.

ELISA yonteminin duyarlilig: yiliksektir. RIA’ya gore daha ucuz ve giivenilir
oldugu bilinmektedir. Kisa zamanda daha c¢ok hasta {lizerinde ¢aligilabildigi i¢in ve
niikleus icinde yaygin halde bulunan ANA’lar1 daha kolay belirledigi icin IFA
yonteminden daha kullanigli bir yontem olarak kabul edilmistir. Ancak 6zgiilliigliniin

diisiik olmas1 nedeniyle yanls pozitifliklere sik rastlanmaktadir (88,91).
2.4.3 Ekstrakte Edilebilen Niikleer Antijenler (ENA)

ENA, hiicre niikleus pargalarinin salin ¢ozelti i¢inde isleme sokulmasindan
sonra sacilan proteinlere verilen genel bir isimdir. Bu proteinlerin igerisinde
sitoplazmik antijenler de yer almaktadir. ANA baslig1 altinda toplanan hiicre
niikleusu ve/veya sitoplazmasindaki niikleer komponentlere karst gelisen antikorlar;
RA, SLE, Sjogren sendromu, PM/DM gibi SARD tanisinda biiyilk Oonem
tasimaktadir. Ancak bunlar; yashlik, kanser ve sitotoksik ilag kullanimi gibi
durumlarda da olusabilecegi i¢in titre ve boyanma sekline dayali pozitif ANA tarama
testini mutlaka ENA testi takip etmelidir. Eger ANA tarama testi negatif ¢ikarsa,

diger tanimlama testlerinin yapilmasina biiyiik dl¢lide gerek yoktur (92,93).

ENA’ya kars1 gelisen antikorlarinin, BDH da, hastalik tipinin belirlenmesi ve
siddetinin takibinde Onem tasidigi vurgulanmaktadir. Giiniimiizde 100’den fazla

niikleer ve sitoplazmik ENA tanimlanmigtir. Rutin kullanima bunlardan 6 tanesi
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girmistir. Niikleer antijenlerden nRNP, Sm, SS-A, SS-B, Scl-70 ile sitoplazmik
antijen olan Jo-1 timiis, dalak ve hiicre kiiltiirlerinden serum fizyolojik ile ekstrakte
edilebildiklerinden ENA olarak adlandirilmaktadir. Anti-ENA antikorlari, floresan

antikor, immiinodifiizyon, ELISA ve IB yontemleri ile tanimlanabilmektedir (84-94).

2.44 ANA IIF Testinde Hiicre Cekirdeginde Gozlenen Boyanma
Sekilleri

ANA IIF yonteminde niikleus ve sitoplazmik otoantikorlar, sayis1 otuza yakin
farkli boyanma modeli gosterir. ANA’lar genelde, hiicre ¢ekirdeginde bulunan
protein ve niikleik asitleri hedef almaktadir. Immiinofloresan paternler hiicre devri ile
iligkili olarak Hep-2 hiicrelerinde kendilerine 6zgii goriiniirler ve hiicre siklusunun
degisik agamalarinda eksprese olan antijenlere karsi olusan otoantikorlar kolaylikla
saptanabilir. Mitoz esnasinda sinirli sayida boyanma olurken ¢ogu patern interfaz

esnasinda goriiliir (89,95,96).

ANA pozitifligi 4 ana boyanma sekli ile goriilmektedir: homojen, benekli,
periferal ve niikleolar. Bu paternler belirli hastaliklarin tanisinda biiylik 6nem

tagimaktadir.

Niikleusun tamaminin ayni yogunlukta boyanmasi ile homojen patern ortaya
cikmaktadir. Bunun nedeni deoksiriboniikleoprotein, dsDNA, histonlar ve ssDNA’ya

kars1 gelisen antikorlarin homojen boyanma 6zelligi gdstermesidir.

Benekli boyanma ise niikleusta dagilmis halde bulunan antijenlere karsi
gelisen antikorlardan kaynaklanmaktadir ve biiyiikliik itibariyle kaba benekli, ince

benekli, kaba ve/veya ince benekli olarak farkli goriiniimler vermektedir.

Periferal boyanma, niikleusun merkezi boyanmadig1 halde ¢evresinin yogun
bir bicimde boyandig1 paterndir. Bunun kondanse olmus kromozomun etrafindaki

metafazik hiicrelere kars1 gelisen antikorlarla olustugu bilinmektedir.

Niikleolar boyanma ise genellikle diger boyanma sekilleriyle birlikte goriilen
karigik tipte bir floresan boyanmay1 gostermektedir. RNAaz ve tripsine karsi duyarl

olmasi bu boyanmanin niikleolar RNA proteinine karst gelisen antikorlarla
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gerceklestigini diisiindiirmektedir (69,96).

SLE tanisinda biiyiik 6neme sahip anti-dsDNA antikorlarmin saptanmasinda,
substrat olarak insanlar icin patojen olmayan Crithidia luciliea hiicreleri
kullanilmaktadir. Bu mikroorganizma, modifiye biiyiik bir mitokondri ve stabil halde
sirkiile dsSDNA iceren kinetoplastlara sahiptir. C. luciliae, kiiltiirii kolay yapilan bir
parazittir ve kinetoplast DNA’s1, RNA ve niikleer proteinlerle iligkili degildir. IFA
testinin aksine bu yontem anti DNA i¢in %95’in iistiinde bir spesifiteye sahiptir ve

bu sebeple SLE tanisi i¢in olduk¢a uygundur (97,98).

Sekil 3. indirekt immiin Floresan Test: Crithidia luciliae (99)
Homojen: Histon, dsDNA ve/veya niikleozomlara (histon ve DNA
kompleksi) karst otoantikorlarin varligini gosterir. Bu boyanma sekli SLE, ilacla
indiiklenmis lupus, romatoid artrit, juvenile kronik artrit ve sistemik skleroz gibi

hastaliklarda tespit edilebilir (96).

Niikleer Membran: Otoantikorlar, niikleer membrandaki laminlere (A, B1,
B2, C) gpl120 gibi niikleer pore kompleks integral proteinlerine, laminle birlikte
bulunan proteinlere (LAP 1A, LAP 2) karsidir. Kronik hepatit, vaskiilitler,
trombositopeni, primer biliyer siroz ve SLE gibi miks tip kronik otoimmiin
hastaliklarda tespit edilirler. Cekirdeklerin birlestigi bolgelerde belirgin floresans
vermektedir (100).
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Homoien Niikleer Membran

Sekil 4. Niikleer Membran ve Homojen Patern (99)
Benekli : Dort farkli benekli paterni gozlenir:

I. Biiyiik Benekli (Niikleer matriks): Otoantikorlar baglica heterojen
niikleer RNP’ye kars1 olabilir, SLE, RA ve MCTD gibi hastaliklarda (hnRNP-A1,
A2, B2) ve sklerodermada (hnRNP-C1, C2 ve I) goriilmektedir.

I1. Kaba Benekli: Sm ve Ul-snRNP’e karsi olusan otoantikor varliginda
gbzlenen bir boyanma modeli olup; MCTD ve SLE’de tesbit edilebilir.

III. ince Benekli: Bu boyanmada antikorlar SSA/(Ro), SSB/(La), RNA
Polimeraz II ve III, Ku, Ki ve Mi-2’ye kars1 olabilir. SLE, Sjogren sendromu,
skleroderma, PM ve MCTD gibi hastaliklarda gdzlenir.

Niikleer Matriks Kaba Benekli Ince Benekli
Sekil 5. Niikleer Matriks, Kaba Benekli ve ince Benekli Patern (99)

IV. Yogun Ince Benekli: Antikor, ~75kd’luk lens epitelyum kaynakl
bliylime faktoériine (LEDGF) kars1 olup, saglikli kisilerde, Alopesi Areata ve AD
hastalarinda goriilebilmektedir. Hep-2 hiicrelerinde saptadigimiz boyanma paterni,

interfaz ¢ekirdekleri boyunca ve metafaz kromatini lizerinde diizgiin yayili ince
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benekler olarak goriiliir (100-103). Calismamizdaki anti-DFS70 kamera goriintiileri
(Bkz. Sekil 6).

Sekil 6. Anti-DFS70 Patern

Sentromer: Bu antikorlar sentromer protein A,B,C (CENP) ve daha nadir
olarak CENP- D’ye karsidir. CENP-F antikorlar1 bu boyanma seklini gostermezler.
Sentromer boyama sekli CREST sendromu, primer biliyer siroz, Raynoud

fenomeninde saptanabilir.

Sekil 7. Sentromer Patern (99)

Niikleolar:

I. Niikleolar Homojen: Bu boyanma sekli anti Th/To antikorlar1 olarak
bilinir ve 40kDa’luk iki kiigiik riboniikleoproteine karsi oldugunda
gozlenebilirler. Th/To antikorlar1 SS¢, SLE, PM ve RA’da saptanabilir.

II. Niikleolar Kiime: Sistemik sklerozis i¢in yiiksek spesifiklikle
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hastalarin %5’inde ve pulmoner hipertansiyonda goriiliir.

III. Niikleolar Benekli: SLE, RA ve MCTD’de de gozlenen RNA

Polimeraz I kompleksine kars1 olusan antikorlar1 gdsterilebilir (100-103).

‘C‘AYB Karim ©AR Karim

Sekil 8. Niikleolar Kiime ,Niikleolar Homojen ve Niikleolar Benekli Paternleri
99)

2.45 ANA IIF Testinde Hiicre Sitoplazmasinda Gozlenen Boyanma
Sekilleri

Sitoplazmik ince Benekli: Aminoagil-tRNA sentetazlara (jo-1, PL7, PL12)
kars1 olup otoimmiin miyozitis (PM/DM, overlap sendromunda miyozitis, BDH) i¢in
diyagnostik belirtectir. Anti Jo-1 (histidil-tRNA sentetaz) ve anti-EJ (glisil- tRNA
sentetaz) antikorlar1 klinik miyozit gelismeden 5 ay dnceden tespit edilebilmektedir

(104,105).

Sitoplazmik Biiyiik Benekli: Boyanma sitoplazmaya yayilmis olup lizozom

ve endozom gibi organellere kars1 otoantikorlar1 gosterir.

Sitoplazmik Kaba Benekli Ipliksi (Mitokondri): Boyanma g¢ogunlukla
M2’ye kars1 gozlenir ve primer biliyer siroz, diger kronik karaciger hastaliklari, SLE

ve SSc ‘de gortilebilir.

Sitoplazmik Homojen: Otoantikorlar ribozomal P fosfoproteinlerden PO, P1
ve P2’ye kars1 ve diger antijen hedefleri 28S tRNA , S10, JA, L12 ve L5/5S’ye kars1
olusurlar. Bazen dsDNA antikorlarmin yoklugunda SLE’li hastalarin %10-20’sinde
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tesbit edilebilirler.

Sitoplazmik Golgi: SLE, Sjogren sendromu ve diger SARD hastalarinda
saptanabilir. Sitoplazmanin periniikleer bolgesinde diizensiz graniiler boyanma ile

karakterizedir.

Sentriol: Skleroderma, CREST, ve Sjogren sendromu ve diger otoimmiin

hastaliklarda saptanabilir.

Midbody: Mitotik hiicrelerin midbody kisminda bulunan proteinler olup
cogu tam olarak tanimlanamamistir, bu otoantikor SSc ve Raynaud fenomeninde

goriilebilmektedir (96,100).
2.5 Anti-DFS70 Otoantikorlar:

Tipik DFS IIF boyanma paterni interfaz g¢ekirdekleri boyunca ve metafaz
kromatini {izerinde diizgiin yayili ince benekler olarak goriiliir. Bu boyanma sekli,
belirgin bir sekilde homojen ve yogun ince benekli boyanma tipinden ayirt
edilebilmektedir. Antijen molekiiler agirligina gére DFS70 olarak adlandirilmistir,
ancak antijenin birincil hedefi olan lens epitelinde tiirevli biiyiime faktorii ve
transkripsiyon koaktivator p75 olarak da adlandirilmaktadir. Onemli biyolojik
fonksiyonlara sahip olan, rutin ANA IIF taramasinda sik¢a saptanan ama ayni
zamanda kesin olarak otoimmiin hastaliklarla iligkisi tam olarak bilinmeyen bir
otoantikor olarak tanimlanmaktadir. DFS70 antijeninin timusta, diger dokulardan

daha fazla eksprese edildigini gosterilmistir (95,101,106).

DFS70/LEDGF prostat tiimor dokusunda yiiksek oranda bulunur ve
fizyolojik islevi olarak viral integraz ile bir etkilesim sayesinde, insan bagisiklik
sistemi bozucu viriisiin ¢cogalmasi i¢in bir kofaktor olarak gorev alir. DFS70/LEDGF
antijeninin ekspresyonunun; endoplazmik retikulum stresi nedeniyle artti1 da ileri
stiriilmiis ve DFS70/LEDGF antijeninin baskin olarak bazal epidermal hiicrelerin

niikleusunda bulundugu ve farklilagma sirasinda sitoplazmaya gectigi belirtilmistir

(5,103,107).
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Antijenik yapimin lokalizasyonundan daha da ©6nemli olan bu antijene kars1
olusan otoantikorun klinik 6nem tasiyip tasimadigidir. Anti-DFS70 otoantikorunun
dogal bir otoantikor oldugu ve saglikli bireylerde higbir antijen uyarimi olmaksizin

bulundugu da ileri siiriilmiistiir (101).

Ganapathy ve ark.(95)’nin anti-DFS70 otoantikoru {izerine yaptiklari
calismada hedef antijen icin farkli bir hipotez 6ne siirmiislerdir. Bu hipoteze gore
normal 6z antijenler immiinojenik 6zellik kazanip, kendilerine otoantikor cevabi
olusmasini saglayarak otoimmiin hastaliklarin olugmasina neden olmaktadirlar.
Hipotezde, hiicrelerin 6liimii sirasinda, hiicrenin kendi otoantijenleri modifiye olarak
immiinojenik 6zellik kazanmaktadir. Hiicre 6liimii sirasinda (apoptoz, primer nekroz
veya sekonder nekroz) hiicre i¢i 6z antijenler fragmanlara ayrilmakta ve bu

fragmanlar normal fonksiyonlarini kaybederek, patojenik 6zellik kazanmaktadir.

Hipoteze gore, memeli hiicrelerinin biiylimesini destekleyen ve hiicrenin
yasamin1 devam ettirmesini saglayan bir otoantijen olan LEDGF/p75 de apoptoz
sirasinda kaspaz3 ve kaspaz7 enzimleri fragmanlarina ayrilmakta (p65 ve p58
fragmanlar1) ve bu otoantijen normalde hiicre 6limi sirasinda olusan strese karsi
hiicreleri korurken, olusturdugu fragmanlarla tam ters etki yapmaktadir.
LEDGF/p75, apoptoz sirasinda fragmanlarima ayrildiginda, olusan fragmanlar,
apoptozu arttiric1 6zellik kazanmakta veya dentrik hiicreleri tarafindan lenfositlere
sunularak bu fragmanlara ve LEDGF/p75’e kars1 otoantikor olusumana neden

olmaktadir.

Hipoteze gore i¢ ve dis faktorler nedeniyle (allerjenler, enfeksiyon ajanlari,
bozulmus immiin sistem vs.) keratinosit, lens epitelyum ve brong epitelyum
hiicrelerinde apoptoz baslamakta ve olusan 6z antijen fragmanlari, ya apoptozu
arttirict etki gostermekte yada immiinojenik 6zellik kazanip otoantikor iiretimine

neden olarak yine apoptozu arttirmaktadir.

Ganapathy ve ark.(95) LEDGF antijeninin bir 6z antijen oldugunu ve
hiicrelerin yasadig1 streslere karsi onlari koruyucu bir fonksiyonu oldugunu, bu
fonksiyonunu ise stres karsisinda, Hsp27, alfaB-crystallin, Hsp90 ve AOP2 gibi

proteinleri aktive ederek yaptigini ileri siirmektedirler.
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DFS70/LEDGF’nin hiicresel degisiklikler iizerinde TGFb1’in uyararak
onemli rol oynadigi gosterilmistir. TGFb1 in hiicre apopitozu iizerinde diizenleyici
etkisiyle hiicre proliferasyonunda ve yasaminda diizenleyici genlerin ortasinda yer
almaktadir (1).

Daha ileri c¢alismalarda DFS70/LEDGF’nin HIV-1’in hiicre genomuna

integrasyonunda rol alan konak genlerden biri oldugu gosterilmistir (5).

I¢ ve Dis Faktérler (Allerjenler, enfeksiyon
ajanlan, oksidanlar, ksenobiyotikler)

l

inflamasyon/Oksidatit Sters

l

J )@
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dominant olanlar i fragmanlar, inlamatuvar durumlar
' P arak N
duyarhhgr arttirarak // \ t . altinda sitotoksik otoantikorlarin
apoptoza neden olabilir,~ Apoptosis S\ iiretimini tetikliyor olabilir
8 (I\-.nunmn er, Lens Epitel oy
Vs Hiicreleri. Brong Epitel N
3 s transkripsiyon ve iicreleri, Melanositler)
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DFST0/LEDGF 'nin p68&, p58
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Sekil 9. Anti-DFS70/LEDGF otoantikorunun otoimmiin inflamatuar

hastaliklarin patogenezinde olas1 katkisim1 gosteren model (95).

Dellavance ve ark. (6) IIF ve immunoblotting ile 10.000 ANA pozitif 6rnek
iizerinden yaptiklar1 degerlendirmede anti-DFS70 antikorlarin ANA pozitif olan ve
hicbir SARD kanit1 icermeyen bireyler arasinda yaygin oldugunu bildirmistir. Bu
otoantikoru tastyan otoimmiin hastalarin yarisindan fazlasinda otoimmiin tiroidit

bulunmaktadir.

DFS70 antikorunun erkeklere gore kadinlarda daha sik rastlandigi
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goriilmiistiir.  Cinsiyet farkliliginda, salgilanan hormonlarin etkili oldugu

distintilmektedir (108).

Simdiye kadar anti-DFS70 otoantikoru farkli hasta gruplarinda ¢aligilmistir.
Anti-DFS70 antikorlarinin Vogt-Harada sendromu (% 66.7), AD’de (30%), saglikli
bireylerde (~% 10) bunu takiben SARD’da siklig1 anlamli olarak daha diisiik (~ %
2-3) bildirilmistir (101,109,110).

Muro ve ark. (106)’'nin yaptifi arastirma sonucunda, saglikl
bireylerin %10’un da anti-DFS70 antikoru saptanirken, SARD bireylerinin ¢ok
diisiik bir yilizdesinde saptanmasi, bu otoantikorun belki de, o bireyin romatolojik
hastaliga sahip olmadigin1 gdsteren bir belirte¢ oldugunu ve hatta bu otoantikorun
otoimmiin romatolojik hastaliklara igsaret etmemekle beraber, herhangi bir hastalik ile

de iliskisinin olmayabilecegini ileri stirmiislerdir.

HEp-2 hiicreleri ile gergeklestirilen IIF yontemi, SARD otoantikor hedef
antijenlerinin tespitinde yliksek verimliligi ve ekonomik olusuyla immun analizler
arasinda Onemli bir yer tutmaktadir. Anti-DFS70 antikorlar1 c¢esitli saptama
teknolojileriyle tespit edilebilmektedir. Bunlar; IFAT , IB, ELISA, “addressable laser
bead assay” (ALBIA: Adresli laser boncuk tahlili) ve 6zglin kemiliiminisens
yontemleridir.  Anti-DFS70  antikorlarin  saptanmasi i¢in yakin zamanda
gelistirilmistir bir strateji de immiinoadsorpsiyon IIF deneyidir. Bu ydntemde
rekombinant DFS70 antijeni ihtiva eden tampon maddesi kullanilmaktadir. Bu
yontemle yapilan bir c¢alisjmada ANA pozitif saglikli bireylerde IIF DFS70
paterni %33.1 , ANA pozitif SARD bireylerinde ise %0 olarak saptanmistir (P
<0.0001). Sonu¢ olarak anti-DFS70 antikorlarin tespiti icin gelistirilen yeni
immiinadsorbsiyon yontemi ile gereksiz ek testlerin ortadan kaldirilmasiyla maliyet

etkinligi saglandig1 vurgulanmistir (111-113).
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& Olabilirlik IIF paternine bagldir. o

* Mariz ve ark. gére mono-spesifik DFS70 antikoru olan hastalar SARD olas1 degil.
. SARD muhtemel

# Ileri arastirma gereklidir.

Sonuglar (6rn. ENA ile tiplendirme) dogrulandiginda SARD muhtemeldir. SARD olast degil
Ileri arastirma gereklidir.

. SARD igin yetersiz

Sekil 10. Karakteristik Boyanma Paternleri ve Anti-DFS70 Antikorlar
Icin Onerilen Test Algoritmasi (114).

Karakteristik yogun ince benekli interfaz hiicre boyanma modeli kirmizi
okla belirtilmistir. Metafaz hiicrelerindeki giiclii kromozomal boyanma mavi okla
gosterilmistir. DFS paternli 6rnekler anti-DFS70 antikoru agisindan ANA tarama
ELISA yontemiyle dogrulanmalidir. ANA taramasi negatif, anti-DFS70 antikoru
pozitif bulunan hastalar SARD tanis1 acisindan diisiik olasilikli  olarak

degerlendirilmektedir (114).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Gereg
3.1.1 Kontrol Grubu Serum Orneklerinin Toplanmasi ve Saklanmasi

Aragtirmada kullanilan insan kontrol grubu serum &rnekleri, Izmir Katip
Celebi Universitesi Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi Kan Merkezi
Laboratuvarina kan bagisi yapan saglikli dondrlerden olusmaktadir. Bagislanan
dondr kanlar1 yas ve cinsiyet farki gdzetmeksizin rastgele secildi. Bu c¢alisma igin
Katip Celebi Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Etik Kurulu’ndan izin alind1 ve
her goniillitye bilgilendirilmis goniillii olur formu dolduruldu (2014-60). Goniillii
onami alman 507 kisi ¢aligmaya dahil edildi. Serolojik olarak HbsAg, Anti HCV,
HIV Ag/Ab ve Sifiliz VDRL testleri negatif bulunan serum o6rnekleri ¢alismada
kullanildi. Dondér 6n bilgi formu degerlendirmesinde kronik hastalik ve ilag kullanim
Oykiisii acgisindan sorgulandi. Alinan her bir serum Orneginden 1000 mikrolitre
eppendorf tiiplerine ayrildi ve caligma giiniine kadar -40 °C derin dondurucuda

saklandu.
3.1.2 Romatoloji Poliklinigine Basvuran SARD Bulunan Grup

Bu ¢aligmaya romatoloji poliklinigine bagvuran ve rutin degerlendirmede
ANA IIF bakilan 3224 hasta dahil edildi. Hasta tan1 gruplarindan 418’1 RA, 43’1 AS,
101’si SLE, 36’s1 SSc, 71’1 Sjogren sendromu ve 2555’st BDH 6n tanist konan
hastalardan olusmaktaydi. Bu tan1 gruplari igerisinde IIF testinde anti-DFS70 paterni
pozitif ¢ikan hastalar goniilli olur formu doldurularak calismaya dahil edildi.
Calismaya dahil edilen her bir hastadan 1000 mikrolitre serum 6rnegi eppendorf

tiiplerine ayrildi ve ¢aligma giiniine kadar -40 °C derin dondurucuda saklandi.
3.1.3 Cahismada Kullanilan Laboratuvar Gerecleri

Calismada kullanilan laboratuar gerecleri; derin dondurucu (Sanyo
Biomedical Freezer marka, -40 °C’lik), floresan mikroskop (EuroStar II, Zeiss
marka, Almanya), santrifiij (Heraus marka), karistirict (FALC INS. Mix 20 marka),
10-100 pl ve 100-1000ul’lik ayarlanabilir otomatik pipetler (HTL marka),
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calkalayict (BIOSAN Mini Rocker marka), Euroimmun EUROBIlot Master, Canon

marka tarayic ve buzdolabidir.

Degerlendirme Zeiss marka floresan mikroskopta yapildi. Anti-DFS70
paternine ait ANA IIF goriintiileri Lumenera marka kamera ile ¢ekildi. Caligmada

kullanilan kitler:
1. ANA IIF kiti (EUROIMMUN, ALMANYA)
2. ANA Profile 1 ENA kiti (EUROIMMUN, ALMANYA)

3. Insan PC4 ve SFRSI etkilesimli protein 1 (PSIP1) ELISA kiti (CUSABIO ,
CIN)
3.2 Yontem

3.2.1 indirekt immiin Floresan (IIF) Yonteminin Uygulanmasi ve

Prensibi

ITF testi invitro bir test teknigi olup, hiicre c¢ekirdeginde ve hiicre
sitoplazmasinda bulunan antijenik yapilara karsi olusmus otoantikorlar1 saptama
yontemidir. YoOntemin sonuglart hem kalitatif hemde kantitatif olarak

saptanabilmektedir.

Prensip: Serum inkiibasyonu sirasinda, hasta serumunda var olan antikorlar,
slayt tizerindeki doku kesitlerinde veya fikse edilmis hiicrelerde bulunan ilgili
antijenlere baglanirlar. Inkiibasyonu takiben gerceklestirilen yikama asamasinda
baglanmayan antikorlar ve serum igerigi ortamdan uzaklastirilir. Yikama asamasini
takiben, ikinci kat, fluorescein isothiocyanate (FITC) ile konjuge antikor olan anti-
IgG antikorlariyla aymi doku alanlari inkiibe edilir. ilk inkiibasyonda test
serumundaki antikorlar antijenlere baglandi ise, baglanan antikora ikinci kat isaretli
antikor da baglanacaktir. Eger ilk inkiibasyonda hasta serumunda ilgili antikorlar yok
ise, konjugat inkiibasyonunda herhangi bir baglanma olmayacaktir. Konjugat
inkiibasyonunu takiben slaytin yikama iglemi tekrarlanir ve baglanmamis fazla IgG
konjugat slayt iizerinden uzaklastirilir. Yikama asamasini takiben kit igeriginde

bulunan ‘embeding medium’ (kapatma medyumu) ile slaytlarin iizerine lameller
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kapatilir ve floresan mikroskopta degerlendirme yapilir.
3.2.1.1 Floresan ANA IIF Testinin Calisiimasi:

1. ANA TIIF kiti, +4 °C’lik buzdolabindan ve ¢aligilacak serum 6rnekleri -40
°C’lik derin dondurucudan en az 40 dakika Onceden, oda sicakligina ulagmasi igin
cikartildi. ANA IIF kit i¢eriginde bulunan ve test asamasinda kullanilacak tiim igerik

oda sicakligina getirildi.
2. Oda sicakligina ulasan serum 6rnekleri vortekslenerek karistirildi.

3. Kit igeriginde bulunan PBS (Fosfat Tuz Tamponu) (pH 7.2), 1L distile su

icerisinde iyice karistirildi.

4. Elde edilen PBS ¢ozeltisine yine kit iceriginde bulunan 1 tiip tween 20
soliisyonu eklendi ve homojen dagilabilmesi i¢in karisim kab1 yavasca altiist edildi.
Tween 20 deterjan yapisinda bir soliisyon olup hizli ¢alkalamalarda kdpiirmeye
sebep oldugundan karigtirma islemi yavasca yapildi (Hazirlanmis olan PBS-Tween
20 karigimi bu test caligmasinda ve yikama asamalarinda kullanilacak ortak

karigimdir).

5. Hasta listesi onceden hazirlandi ve dillisyon tiipleri numaralandirildi.
Uretici firmaninda onerdigi gibi baslangic diliisyonu 1:100 diliisyonlar1 yapildi.
1:100 diliisyon orani elde etmek i¢in 10 pL serum 6rnegi 990 uL PBS-Tween 20

karisimi iceren polistiren tiipe eklendi.
6. Diliie edilen serum Ornekleri tekrar vortekslendi.

7. Diliie edilen serum Orneklerinden alinan 25 pL, inkiibasyon tepsisi olarak
adlandirilan numaral hasta alanlarina sirasi ile pipetlendi. Hiicre ve doku igeren

slaytlar bu inkiibasyon tepsilerinin iizerine kapatilarak, serum inkiibasyonu baslatildi.

8. Inkiibasyon oda sicakliginda, direkt giines 1s18indan uzak bir sekilde 30

dakikada tamamland.
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9. Inkiibasyon sonrasi slaytlar, PBS-Tween 20 karisimi ile doldurulmus
yikama kiivetlerine kondu. Bu kiivetlere konmadan 6nce slaytlarin tizerinden kiigiik
bir beherle bir miktar PBS-Tween 20 karisimi dokiildii ve slaytlar hemen yikama
kiivetine konuldu. Her bir yikama kiivetine maksimum 5 slayt konarak yikama

yapild.

10. Yikama kiivetinde 5 dakika tutulan slaytlar, bu siire sonunda yeni bir

yikama kiivetine aktarilarak 5 dakika daha yikandi.

11. Bu asamada yeni inkiibasyon tepsileri hazirlandi. Hasta sayis1 kadar alana

bu defa kullanima hazir IgG konjugat (20 mikrolitre) pipetlendi.

12. Slaytlarin sadece arka yiizeyi silinerek konjugat pipetlenmis inkiibasyon
tepsilerinin {izerine kapatild1 ve 30 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon dogrudan giines

15181 almayan bir ortamda gergeklestirildi.

13. Konjugat inkiibasyonu tamamlandiktan sonra slaytlar, PBS- Tween 20
karisimi ile doldurulmus yikama kiivetlerine kondu. Bu kiivetlere konmadan 6nce
slaytlarin iizerinden kiigiik bir beherle bir miktar PBS-Tween 20 karigimi dokiildii ve
slaytlar hemen yikama kiivetine kondu. Her bir yikama kiivetine maksimum 5 slayt
konarak yikama yapildi. Yikama islemi siirerken, kit iceriginde bulunan lameller,
inkiibasyon tepsilerinin altinda bulunan kopiik alana yerlestirildi ve her bir hasta
alanina denk gelecek sekilde, yine kit igeriginde bulunan kapatma medyumu

damlatildi.

14. Yikama iglemi bittikten sonra slaytlarin sadece arka yiizeyi silindi ve

izerine lameller kapatildi.
15. Slaytlar, bu sekilde mikroskobik degerlendirmeye hazirlandi.
3.2.1.2 Floresan Mikroskop Degerlendirmesi

ANA’lara karsi olusmus otoantikorlarin degerlendirilmesinde Zeiss marka

floresan mikroskop kullanildi. Degerlendirmede 40x objektif kullanilda.

IIF c¢aligma teknigi ile inkiibe edilmis slaytlar mikroskopta gosterdikleri
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boyanma sekilleri agisindan degerlendirildi. ANA negatif Orneklerde hiicrelerin
niikleusunda ve sitoplazmasinda belirgin floresan gozlenmezken pozitif drneklerde
hiicre ¢ekirdegine ve sitoplazmasina karsi olusmus otoantikorlar mevcutsa, ¢ok

cesitli ve bazen karakteristik boyanma sekilleri gozlenir.

Hiicre c¢ekirdegi ve sitoplazmasinda olusan boyanma sekillerinin
degerlendirmesinde Hep-20-10 hiicrelerinin bulundugu alan kullanilmigtir. Maymun
karacigerine ait ikinci doku alaninda ise ek degerlendirme yapilmistir. Hep-2 IIF
testinde, Hep-20-10 hiicrelerinin yam1 sira, ikinci bir doku olan maymun
karacigerinin bulunmasimin sebebi; Hep-20-10 hiicrelerinin oldugu alandaki
boyanma sekillernin konfirmasyonunu yapabilmek ve varsa farkli bir boyanma

seklini (otoantikorun varligini) saptayabilmektir.

Mikroskop degerlendirilmesi ile elde edilen sonuglar hasta listesine

kaydedildi. Pozitiflikler, floresan siddetine gore siniflandirildi.

3.2.2 Ektrakte Edilebilen Niikleer Antijen (ENA) Yontemi Uygulamasi ve

Prensibi

IIF ANA testinde DFS70 paterni siipheli saptanan serum Ornekleri IB testi ile
diger paternler ile birlikteligi agisindan test edildi. ENA testi Euroimmun firmasina
ait Euroline kiti kullanilarak yapildi. Bu kit immunblotting prensibine gore
iiretilmektedir. Testte kullanilan her bir strip nRNP/Sm (U1-nRNP), Sm, SS-A,
Recombinant Ro-52 (Ro-52, 52kDa), SS-B, DNA-Topoisomerase 1 (Scl-70), PM-
Scl, Histidyl- tRNA synthetase (Jo-1), CENP B, dsDNA, nucleosome, Histones,
Pyrutate dehydrogenase complex (AMA-2) antijenlerini igermektedir. Test
iizerindeki antijenler, insanda IgG sinifinda bulunan otoantikorlarin kalitatif
degerlendirilmesini yapabilecek nitelikte bulunmustur. ilk reaksiyon basamaginda
1:100 oraninda diliie edilmis hasta serumlari immiinblot striplerle inkiibe edildi.
Inkiibasyon icin firma tarafindan saglanan EUROBIlot Master kiivet kullanildi. Test
tizerindeki herhangi bir antijene karsi antikor varsa (pozitiflik), spesifik IgG
antikorlar1 (IgA ve IgM dahil) karsilig1 olan bolgeye baglanmaktadir. Bagl antikoru

saptamak i¢in renk reaksiyonu olusturma kapasitesi olan insan IgG (enzim konjugat)
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isaretli enzim ile ikinci bir inkiibasyon yapildi. Sonuglar ¢iplak gozle ve

Eurolinescan programi ile bilgisayar ortaminda degerlendirildi.
3.2.3 Anti-DFS70 Sandwich ELISA Yonteminin Uygulanmasi ve Prensibi

Insan PC4 ve SFRS1 etkilesimli protein 1 (PSIP1) serum
konsantrasyonlarinin plazma, doku homojenatlar1 , hiicre lizatlarin1 nicelik olarak
belirlemek i¢in gelistirilen bu kit ile DFS70 antijenine karsi gelisen antikorlarin
sandwich ELISA ydntemi ile saptanmast amaclanmistir. Test PSIP 1’e 6zgii antikor
ile kapli kuyucuklar1 igemektedir. Antijen iceren standartlar ve serum oOrnekleri
kuyucuk igerisine pipetlenerek PSIP 1’e karst mevcut olan antikorlara baglanir.
Yikama isleminden sonra PSIP 1 i¢in biyotin- konjuge antikor ilave edilir. Yikama
islemi tekrarlandiktan sonra konjuge avidin Horseradish Peroxidase (HRP) ilave
edilir ve inkiibasyona birakilir. Yikama islemiyle baglanmayan avidin-enzim
reaktifleri uzaklastirildiktan sonra substrat sollisyonu kuyucuklara eklenerek
baglanmig PSPI 1 miktar1 ile orantili olarak biotin-conjuge antikor ve enzim konjuge
Avidin ile reaksiyon sonucunda renk degisikligi olur. Enzim substrat reaksiyonu
stilfirik asit soliisyonu eklenerek sonlandirilir ve olusan renk degisimi 450 nm’de

spektrofotometrik olarak olgiiliir. Saptama araligi : 46.88 pg/ml-3000 pg/ml’dir.

Sadece arastirmalarda kullanilmak icin iretilen bu kit ile saptanabilen

minimum insan PSIP 1 dozu <11.72 ug / ml'dir.
Bu deney insan PSIP 1 saptanmasi i¢in yiiksek duyarlilik ve miikemmel bir

spesifiteye sahiptir. Insan PSIP1 antikorlar1 ve analoglari arasinda herhangi bir

onemli capraz reaktivite veya interferans gozlenmemektedir.
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Tablo 2. Kit icerigi

Reaktifler Miktar
Deney Plakas1 (12 x 8 kaplanmig Mikrokuyucuk) 1(96 kuyucuk)
Standart (Freeze dried) 2
Biotin-antibody (100 x konsantre) 1 x120 pl
HRP-avidin (100 x konsantre) 1x120 pl
Biotin-antibody Diluent I x15ml
HRP-avidin Diluent I x15ml
Ornek Diluent 1 x50 ml
Yikama Tamponu (25 x konsantre) 1 x20 ml
TMB Substrate 1 x 10 ml
Durdurma Soliisyonu 1 x 10 ml
Yapistirict Serit (96 kuyucuk igin) 4
Kullanim Klavuzu 1

Gerekli Diger Malzemeler:
* 450 nm dalga boyunda 540nm ve 570 nm aras1 Ol¢lim yetenegine sahip
spektrofotometre.
* Inkiibator 37°C+0.5°C.
* Piskiirtme sisesi , manifoldu dispanser, veya otomatik mikroplak yikayici.
* Plaka icin kurutma kagidu.
* 100 mL and 500 m dereceli 6l¢tim silindiri.
* Deiyonize veya distile su.
* Pipet ve pipet uglar.
* Diliisyon i¢in test tiipleri.
Reaktiflerin Hazirlanmasi:

Tiim kit igerigi ve drnekler kullanilmadan 6nce oda sicakligina (18 - 25°C) getirilir.
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1. Standart hazirlanmasi: 1 mL sample diliient ile standart ¢o6ziiliir, oda sicakliginda
15 dakika bekletilir, kopiik olusturulmadan dikkatlice karistirilir. Bu hazirlanmis
standart stok soliisyonunun konsantrasyonu 3000 pg/mL olur. 7 temiz tiip alinir ve
250’er pL sample dilient dagitilir, izerine hazirlanmig stok standart soliisyonundan
250’er pL eklenerek seri konsantrasyonlarda standart olusturulur. Standart
konsantrasyonlar1 3000, 1500, 750, 375, 187.5, 93.75 ve 46.88 pg/mL olur. ilave
olarak kor i¢in kullanilmak tizere 250 pL standart diliient ayr1 bir tiipe alinir.

2. Biotin-antibody(1x): Biotin antibody diliient ile 100 kat diliie edilir..

3. HRP-avidin(1x): HRP avidin diliient ile 100 kat diliie edilir.

4. Yikama Soliisyonu: Wash Buffer (25x Konsantre) 20 mL alinip 480 mL distile su
ile seyreltilir. 1x yikama soliisyonu elde edilmis olur.

5. Orneklerin hazirlanmasi: Ornekler ¢oziildiikten sonra vortekslenerek kullanima

hazir hale getirilir.

Test Prosediiriiniin Ozeti

* Reaktiflerin hazirlandu.

* 100ul standart ve serum Ornekleri kuyucuklara yerlestirildi. 2 saaat 37°C de
inkiibe edildi.

*  Sivi kuyucuklardan uzaklastirildi (yikama yapilmaz).

* 100ul Biotin- antibody kuyucuklara yerlestirildi. 1 saat 37°C de inkiibe edildi.

* Aspirasyon ve 3 kez yikama yapildi.

* 100ul HRP-avidin kuyucuklara yerlestirildi. 1 saat 37°C de inkiibe edildi.

* Aspirasyon ve 5 kez yikama gerceklestirildi.

*  90ul TMB Substrat kuyucuklara yerlestirildi ve 15-30 dakika 37°C de 1siktan
koruyarak inkiibe edildi. Substrat soliisyonu eklendiginde kuyucuklardaki
renk maviye dondii.

* 50ul durdurma solusyonu kuyucuklara eklenerek Plak Biotech marka yari
otomatik mikroplak okuyucuda 450 nm’de 5 dakikada okutuldu. Sonuglar
ayni ¢alismada analiz edildi ve pg/mL cinsinden hesaplandi.

 Uretici firma onerileri dogrultusunda sonuglar Curve Expert 1.3 yazilimi ile

degerlendirildi.
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3.2.4 istatistiksel Analiz

Kontrol grubu ve SARD hasta grubu arasinda yiizde oranlar karsilastirilirken
Ki-Kare testi yapildi. Hastalik gruplar1 arasinda ortalamalar karsilastirilirken en az 1
tanesinde normal dagilim gozlenmedigi i¢in Mann-Whitney U testi ile karsilagtirma
yapildi. Veriler ortalama (ort) + standart sapma (SD), say1 (n) ve yiizde (%) olarak

gosterilmistir. p< 0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.
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Kisi Sayisi

4. BULGULAR

4.1 Gruplar Aras1 Yas ve Cinsiyet Verileri

Biitiin gruplar icerisinde yas aralifi 18-98 yas arasindadir. Yas ortalamasi
47.95tir. Gruplar igindeki yas dagilimlart histogram tablosuyla Tablo 3’te
gosterilmigtir.

Tablo 3. Gruplar Aras1 Yas Dagilhm Grafigi
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Gruplar aras1 yas dagilimlar1 hesaplanirken Kolmogorov-Smimov testi

kullanilmistir.

SARD hastalik gruplar1 ile kontrol grubu yas dagilimlar1 incelendiginde
normal dagilima uymadigi goriilmiistiir. Bu iki grup aras1 yas dagilimlari istatistiksel
olarak degerlendirildiginde gruplar i¢in ortanca yas degerleri arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.001). Hastalik ve kontrol gruplarinda

yas ve cinsiyet dagilimlart agisindan benzerlik bulunmamaktadir.
Kontrol grubu yas aralii 20-65 yastir. 507 kisiden olusan kontrol grubu yas

ortalamasi 36.64 bulunmustur. Kontrol grubu, SARD bulunan bireylere oranla daha

geng yas grubundan olusmaktadir ve erkek cinsiyet hakimdir.
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Hastalik grubu yas araligir 18-98 yastir. 3224 kisiden olusan hastalik grubu
yas ortalamasi 49.72 bulunmustur. Bu grupta yer alan bireylerin yag araliklari normal
dagilima uymamaktadir. Standart sapma 14. olarak bulunmustur. SSc ve Sjogren
sendromu hasta gruplar1 arasindaki yas dagilimi normal dagilima uymaktadir.
Kontrol grubu ve hasta gruplari icerisinde SSc ve Sjogren sendromu tanili grup
disindakilerde istatistiksel olarak yas ve cinsiyet acisindan normal dagilim
gozlenmedigi icin Mann-Whitney U testi kullanildi. Kontol grubundaki bireylerin

cogunlugu erkeklerden olusmakta fakat hastalik grubunda ise c¢ogunlugu kadin

cinsiyet olusturmaktadir.

Calismamizdaki cinsiyet dagilimlart incelendiginde ¢alismaya dahil edilen
gruplarda kadin cinsiyet %72.9 , erkek cinsiyet %27.1°dir (n=3731). Hasta ve
kontrol gruplarinin kendi icerisindeki cinsiyet dagilimlari incelendiginde SARD
hastalik grubunda kadin cinsiyet, kontrol grubunda ise erkek cinsiyet hakimdir.
Gruplar igerisindeki cinsiyet dagilimlari sayr ve yiizde olarak Tablo 4’de

gosterilmistir.

Tablo 4. Gruplar Arasi Cinsiyet Dagilim Oranlar1 ve Sayisi

Cinsiyet

BDH RA SLE AS SSe Sjogren S | Kontrol Toplam
n, oran %
Kadmn n 2137 323 92 26 34 68 41 2721
Grup i¢i% %83.63 %77.27 %91.0 %60.46 %94.44 %95.77 %38.09 %72.9
8
Erkek n 418 95 9 17 2 3 466 1010
Grup i¢i % %16.37 %22.73 %8.92 %39.54 %5.56 %4.23 %91.91 %27.1
Toplam n 2555 418 101 43 36 71 507 3731
% %68.48 %11.20 %2.70 %1.15 %0.96 %1.90 %13.58 % 100.0
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4.2 Gruplar Arasi IIF ANA Testi Verileri

Calismamizdaki 3224 kisiden olusan SARD hastalik grubu igerisinde 418
hasta (%12.96) RA, 101 hasta (%3.13) SLE, 43 hasta (%1.33) AS, 36 hasta (%]1.11)
SSc, 71 hasta (%2.20) Sjogren sendromu, 2555 hasta (%79.24) BDH 6n tanist olan
hastalar bulunmaktadir.

Biitiin gruplarin IIF incelemesinde ANA pozitiflik oranlar1 Tablo 5’te
gosterilmistir. RA tani grubunda %10.3 (n=418), SLE tan1 grubunda %48.5 (n=101),
AS tan1 grubunda %#4.7 (n=43), SSc tan1 grubunda %58.3 (n=36), Sjogren sendromu
tan1 grubunda %22.5 (n=71), BDH 6n tam1 grubunda %9.3 (n=2555) olarak
saptanmigtir. Kontrol grubu IIF ANA incelemesinde pozitiflik %0.6 (n=507)
oraninda saptanmistir. SARD tani1 grubu igerisinde yer alan hastaliklarin ANA
pozitiflik saptanma oranlar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda beklendigi tizere
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.001).

Tablo 5. Gruplar Arasi ITF Incelemesinde ANA Pozitiflik Oranlar

ANA ITF Negatif Pozitif Toplam
BDH n 2318 237 2555
Grup i¢i % %90.7 %9.3 %100.0
(p<0.001)
RA n 375 43 418
Grup i¢i % %89.7 %10.3 %100.0
(p<0.001)
SLE n 52 49 101
Grup i¢i % %51.5 %48.5 %100.0
(p<0.001)
AS n 41 2 43
Grup i¢i % %95.3 %4.7 %100.0
(p<0.001)
SSe n 15 21 36
Grup i¢i % %41.7 %58.3 %100.0
(p<0.001)
Sjogren S n 55 16 71
Grup i¢i % %77.5 %22.5 %100.0
(p<0.001)
Kontrol n 503 4 507
Grup i¢i % %99.4 %0.6 %100.0
(p<0.001, Ki-Kare)
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4.3 Gruplar Arasi IIF ANA Testi Anti-DFS70 Patern Verileri

ITF testinde Hep-2 hiicrelerinde saptadigimiz boyanma paterni, interfaz
cekirdekleri boyunca ve metafaz kromatini {izerinde diizgiin yayili ince benekler
olarak goriiliir. Bu boyanma sekli, homojen ve yogun ince benekli boyanma tipinden

ay1rt edilebilmelidir.

Calismamizda kontrol grubunda yer alan 507 Ornekten 4 tanesinde anti-
DFS70 paternini saptadik. Hastalik gruplar icerisinde; 6 RA, 3 SLE, 1 Sjogren
sendromu ve BHD 6n tanist olan grupta ise 33 anti-DFS70 paterni saptadik.
Calismamizda saptadigimiz anti-DFS70 patern IIF goriintileri Sekil 11°de

gosterilmigir.

Sekil 11. ANA IIF Anti-DFS 70 Pozitif Patern Goriintiileri

4.4 Gruplar Arasi Anti-DFS70 Patern Orneklerinin ELISA Testinde
Dogrulanmasi

IIF ANA testinde anti-DFS70 antikoru pozitif saptanan hasta ve kontrol
serum orneklerinin ELISA testi ile dogrulanmasi saglandi. Insan PC4 ve SFRSI

etkilesimli protein 1 (PSIP 1) ELISA testi iiretici firma Onerileri dogrultusunda kit
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uygulama prensibine gore yapildi. Toplam 43 hasta ve 4 kontrol grubuna ait serum
ornegi, 7 adet standart ve {iretici firma Onerisi ile 32 adet negatif kontrol serum
ornegi calisildi. Elde edilen optik dansiteler yine {iiretici firma Onerisi ile dort
parametreli lojistik egri-uyum hesaplama formiili ile hesaplanarak serum
konsantrasyonlar1 elde edildi. Standart egrisi Tablo 6’da gosterildigi gibi
olusturularak istatistik yazilim programinda anti-DFS70 pozitif serum Ornekleri ve
negative kontrol serum 6rnekleri i¢in cut-off degeri hesaplandi. ELISA testimiz i¢in

hesaplanan cut-off degeri 87.15 pg/mL (ort +2SD) olarak kabul edidi.

Tablo 6. Konsantrasyon ve Absorbans Standart Egrisi

g
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Anti-DFS70 pozitif serum 6rnekleri (PG) ve kontrol serum 6rneklerinin (NG)
konsantrasyon (pg/mL) cut-off deger grafisi Tablo 7 ‘de gOsterilmistir.
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Tablo 7. Anti-DFS70 Cut-off Konsantrasyon Grafigi
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IIF ANA testinde anti-DFS70 pozitif saptanan 47 serum drneginden 39 tanesi
ELISA testinde pozitif olarak saptanmistir. Negatif kontrol 32 serum 6rneginin 1’1

cut-off degerinin tizerinde bulunmustur.

Tablo 8. IIF ANA ve ELISA testi Anti-DFS70 Antikor Sayilari
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IIF ANA testinde Anti-DFS70 antikoru saptanan kontrol grubu serum
orneklerinden 1 tanesi ELISA testinde negatif olarak bulunmustur. BDH ontani
grubunda 39 hasta serumu 6rneginden 7’sinde anti-DFS70 antikoru negative olarak
saptanmugtir. Diger hastalik gruplarindan serum 6rnekleri ELISA testinde de pozitif
olarak bulunmustur. Tablo 8’de ELISA ve IIF ANA testinde saptanan anti-DFS70

antikor sayilar1 gosterilmistir.

SARD hastalik grubu ve kontrol grubunda anti-DFS70 antikor pozitiflik

oranlar1 Tablo 9°da gosterilmistir.

Tablo 9. Gruplar Arasi1 Anti-DFS70 Antikor Orani

Anti-DFS70/LEDGF Negatif Pozitif Toplam
BDH n 2529 26 2555
Grup i¢i % %99.0 %1.05 %100.0
(p=0.460)
RA n 412 6 418
Grup i¢i % %98.6 %1.4 %100.0
(p=0.313)
SLE n 98 3 101
Grup i¢i % %97.0 %2.97 %100.0
(p=0.061)
AS n 43 0 43
Grup i¢i % %100.0 %0.0 %100.0
(p=1.0)
SSe n 36 0 36
Grup i¢i % %100.0 %0.0 %100.0
(p=1.0)
Sjogren S n 70 1 71
Grup i¢i % %98.6 %1.4 %100.0
(p=0.409)
Kontrol n 504 3 507
Grup i¢i % %99.4 %0.6 %100.0
(p=0.280 ,Ki-Kare)

SARD tan1 grubu igerisinde yer alan hastaliklarin anti-DFS70 pozitiflik
oranlar1 Fisher’s extract test ile hesaplanmistir. Hastalik gruplar1 arasi p degerleri

p>0.05 olarak bulunmustur. Elde edilen verilerde hastalik gruplar1 igerisinde
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istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir. RA tan1 grubunda %1.4, SLE tan1
grubunda %2.97 Sjogren sendromu tan1 grubunda %1.4 ve BDH 06n tanisi olan

grupta %1.05 oraninda bulunmustur.

Kontrol grubu ile SARD tani grubu arasinda yapilan istatistiksel analizde
anlamli bir fark saptanmamistir (p=0.280 , p>0.05). Kontrol grubu anti-DFS70

pozitif oran1 %0.6 olarak bulunmustur.

IIF ANA testinde anti-DFS70 paterni kuskulu saptanan serum Orneklerine,
diger ANA subtip antikor birlikteligi acisindan ENA testi uygulanmistir. Yapilan
degerlendirmede RA ve Sjogren sendromu tanili 2 hastada anti-Ro  pozitif
saptanmistir. Kontrol grubu serum 6rneginden 2 tanesinde anti-centromer B ve anti-

Scl70 pozitif olarak saptanmistir.
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5.TARTISMA

Indirekt immiinfloresan yontemi rutinde ANA tespitinde en sik kullanilan ve
altin standart olan testtir (8). Tipik DFS IIF boyama modeli ¢ekirdegin interfaz evresi
boyunca ve metafaz kromatinlerinde esit olarak dagilmis ince benek paterni olarak
kabul edilmektedir (106). Arastirmamizda kontrol ve hasta gruplarinda (BDH, SLE,
RA, SSc, AS, Sjogren sendromu), anti-DFS70 antikorunun goriilme sikligini IIF test

yontemiyle saptamay1 amacladik.

IIF testinde 507 kisiden olusan kontrol grubunda 4 bireyde anti-DFS70
otoantikorunu pozitif saptadik. ELISA testi ile dogrulamasinda 3/4 hasta pozitif
olarak degerlendirildi. Kontrol grubunda anti-DFS70 otoantikoru %0.6  olarak

saptandi.

Watanabe ve ark. (101)’nin saglikli 597 hastane calisaninda anti-DFS70
antikor sikligin1 degerlendirmek {izere yaptiklar1 ¢alismada IIF testinde 64 kiside
anti-DFS70 pozitif saptanmistir (%11). Tiim grup rekombinant DFS70 antijeni i¢eren
IB testi ile tarandiginda anti-DFS70 pozitif 71 hasta saptanmistir. IIF testinde pozitif
saptanan 64 kisi IB testinde de pozitif bulunmustur. ELISA testinde ise 82 6rnek
pozitif saptanmustir. IB de pozitif saptanan 64 6rnekten 57°si ELISA testinde gergek
pozitif, 7’si yalanci negatif olarak bulunmustur. ELISA testinin sensitivitesi %89

olarak saptanmustir.

Daniels ve ark. (107) prostat kanseri olan 207 erkek birey, 166 saglikli erkek
birey ve 82 erkek kan donorii kullanarak, bu bireylerde DFS70 (LEDGF/p75)
antijeninin ekspresyon yiizdesini ve DFS70 otoantikorunun varligini saptamay1
amaglamiglardir. Kan donorlerinde saptadiklari anti-DFS70 pozitiflik oran1 %2.3
iken, biz kan dondrlerinde %0.6 anti-DFS70 pozitifligi saptadik. Erkek bireylerinde
bu oran %0.64 (n=466) olarak bulundu.

Ayaki ve ark. (110) LEDGF’ ye karsi olusan antikorlarin prevalansina
yonelik 650 kan bankas1 dondrii lizerinde yaptiklari calismada ELISA testi ile %5.4

oraninda pozitif bulunmustur. Yas gruplart ve anti-LEDGF antikor reaktivitesi
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arasinda onemli bir farklilik saptanmamustir.

Yamada ve ark. (109) Vogt-Koyanagi-Harada sendromu olarak adlandirilan
coklu organ tutulumu ile seyreden sistemik otoimmiin hastalik grubu iizerinde
yaptiklar1 ¢calismada anti-LEDGF otoantikorlarint ELISA ile saptanmislar, saglikli
kontrol grubuna oranla Vogt-Koyanagi-Harada sendromunda (%66.7) farkedilir

derecede yiiksek bulmuslardir.

Kan bankas: saglikli donoérlerinin, demografik verileri tam olarak
bilinmemektedir. Anti-DFS70 pozitifliginin diisiik oranda saptanmasinin yasam
kosullartyla 1ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir. Toplumun gelismislik diizeyi,
cevresel etkenler ve stres bireyde otoantikor olusmasina neden olabilir ve buna bagl
olarak otoimmiin hastaliklarda artig olabilir (5). Kontrol gurubu 6rneklerinde erkek
cinsiyet agirligi vardir, buna karsilik SARD genellikle kadin popiilasyonda yiiksek
oranda gozlenmektedir. Calismamizdaki SARD ve kontrol grubu arasindaki cinsiyet
dagilimmin esitsizligi nedeniyle anti-DFS70 antikorlarmin cinsiyetler arasindaki

dagilimi hakkinda yorum yapmamizi giiclestirmektedir.

Calismamizdaki SARD hastalik gruplan igerisinde IIF ANA testinde anti-
DFS70 43 hastada pozitif saptanmistir. ELISA testinde 36/43 hastada pozitif olarak
degerlendirilmistir. SLE hasta grubunda 3/101 (% 2.97), RA hasta grubunda 6/418
(%1.4), Sjogren sendromu hasta grubunda 1/71 (%1.4), BDH 06n tanili hasta
grubunda 26/2555 (%1.05) olarak saptanmistir. Buna karsilik SSc ve AS hasta
grubunda anti-DFS70 saptanmamustir.

Bizarro ve ark. (104) ardisik 21516 ornek lizerinde yaptiklari IIF ANA
taramasinda 172 hastada anti-DFS70 antikoru pozitif saptanmistir ve prevalanst %0.8
olarak bulunmustur. Bizim c¢alismamizda SARD hasta grubu igerisinde bu

oran %1.11 olarak bulundu.

Arastirmamizda SARD hastalik grubu igerisinde anti-DFS70 antikor pozitif
hastalarin yas dagilimi incelendiginde 40 yas {istli hastalarda %66.6 bulunmustur.
Yas ortalamasi kadin cinsiyette 44.5 (25-69 yas), erkek cinsiyette 56.6 (44-69 yas)
dir. Mahler ve ark.(8) yaptiklar1 ¢aligmada anti-DFS70 antikor pozitif saptanan
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kadinlarda yas ortalamasi 47.5(14-80 yas), erkeklerde yas ortalamasi 45.3 (25-63
yas) olarak bulunmustur ve anti-DFS70 antikor reaktivitesi ile bireylerin yas

ortalamasi arasinda fark gozlenmemistir.

Mahler ve ark. (8) SLE hastalarindan olusan 251 Ornegi anti-DFS70
antikorlart ile serolojik ve kinik birliktelik agisindan analiz etmislerdir. Genis hasta
grubu lizerinde yapilan bu c¢alismada IIF testinde anti-DFS70 antikor
sikligr %1.62°dir (n=3263). IIF testinde 7 hastada anti-DFS70 pozitif saptanmistir.
Daha sonra CIA ile test edilen bu orneklerde 6/7 hastada anti-DFS70 pozitif
saptanmigtir. CIA ile saptanan anti-DFS70 antikorlarinin farkli gruplardaki
prevalanst ; %8.9 (n=124) saglikli bireyler, %2.8 SLE (n=251), %2.6 RA
(n=39), %4.0 astim (n=25), %5.0 interstisyel sistit (n=40), %1.7 Graves hastalig1
(n=60), %6.0 Hashimato tiroidit (n=67) olarak belirtilmistir. Anti-DFS70 antikor
prevalanst saglikli bireylerde SARD olan hastalara oranla daha yiiksek saptanmistir
(p=0.00085). SLE hasta grubu sonuglarinda anti-DFS70 antikor ile klinik bulgular ve
diger otoantikorlar agisindan anlamli bir birliktelik saptanmamistir. Anti-DFS70

pozitif saptana 7 hastadan sadece 1’inde anti-Sm antikoru pozitif bulunmustur.

Bizim ¢alismamizda ise SLE tanili hasta grubunda ANA subtip birlikteligi
gozlenmemistir. Fakat ENA testi yaptigimiz 2 hastada anti-Ro antikor birlikteligi
saptanmistir. Bu hastalardan bir tanesi RA grubuna digeri ise Sjorgen Sendromu
grubuna aittir. Niikkleer boyanmaya neden olan antikor tiplerinin birbirinden ayirt
edilmesi IIF yonteminde zordur. IB yonteminde ise hedef antijene karsi gelisen
antikorlarin 6zgiil ve duyarl bir sekilde saptandigi bilinmektedir. Tek bir drnekle
bile hizli bir bigimde sonu¢ vermesi ve bir test stribinde birkag¢ farkli antikorun
saptanabilmesi immiinoblot yonteminin 6nemli avantajlarindandir. Ancak teknik
hatalara ve solusyonlarin saklanma kosullarina baghi olarak yalanct pozitiflik

verebilmesi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir (116).

Muro ve ark. (106)’nin ¢alismasinda anti-DFS70 pozitif saptanan 7 SLE
hastasinin 4’iinde anti-SSA/Ro antikoru, 6/7 hastada dsDNA ve 2/7 hastada da anti-
Sm antikoru pozitif bulunmustur. Bizim ¢alismamizda anti-DFS70 pozitif saptanan 3

SLE hastasindan yalnizca birinde dsDNA pozitif bulunmustur.
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Watanabe ve ark. (101)’nin ¢alismasinda 200 kisilik SARD tanili hasta grubu
iizerinde anti-DFS70 antikorlar1 aragtinnlmigtir ve  prevalanst %1.5 olarak
saptanmigtir.  Sjogren sendromlu hastalarda bu oran %6.6 bulunmustur.
Aragtirmamizda Sjogren sendromunda prevalanst %1.4 (n=71) olarak saptadik.
Ayrica Watanabe’nin c¢alismsinda SARD grubu, 597 saglikli birey ile
karsilagtirildiginda anti-DFS70 antikorlar1 saglikli bireylerde 35 yas altinda daha sik
goriilmiistiir. Bizim ¢alismamizda ise saglikli kontrol grubunda anti-DFS70 saptanan

biitiin 6rnekler 50 yas lizerindedir.

Kang ve ark. (115)’nin DFS paterninin saglikli bireylerde ve cesitli hastaliklar
izerindeki iligkisini arastirdiklar1 IIF test calismasinda 2654 hastada anti-DFS70
orant %13.3 bulunmustur. DFS patern sikligi seboreik dermatitte % 14.3,
RA’da %16.9 , SLE’de %15.4, Sjogren sendromunda %14.3 oraninda saptanmustir.
Onceki gézlemlerin aksine DFS paterninin otoimmiin hastaliklarla iliskili olmadig1

diger hastaliklarla iligkisinin tanimlanmasina ihtiya¢ duyuldugu belirtilmistir.

Calismamizda, 36 bireyden olusan SSc hasta grubunda anti-DFS70
otoantikoruna rastlanmamistir. Ochs ve ark. (108) Skleroderma hastalarindan olusan
40 birey iizerinde yaptiklar1 IIF ve IB calismalarinda 1 bireyde (%2.5) anti-DFS70
antikor pozitifligi saptamistir. Ayni sekilde sklerodermali 50 hastadan olusan bir
grupta IIF ve IB c¢alismas1 yapan Watanabe ve ark. (101) Sklerodermali 50 hastada
anti-DFS70 otoantikorunu saptamamaistir. Bu iki ¢calisma, arastirmamizdaki SSc hasta
grubunda elde ettigimiz sonuglar ile uyumludur. Anti-DFS70 otoantikorunun SSc

hastalik grubunda yiizdesinin diigiik oldugu veya hi¢ olmadig1 goriilmiistiir.
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SONUC ve ONERILER

Arastirmamizda elde ettigimiz verilere gore anti-DFS70 otoantikoru saglikli
kontrol gurubunda %0.6 oraninda saptanmig olup SARD igerisinde yer alan hastalik
gruplari igerisinde dagilimi farklilik gostermektedir. RA %1.4 , SLE %2.97, Sjogren
sendromu %]1.4 ve BDH 6n tanili hastalik gurubunda ise bu oran %1.05 saptanmuistir.
Bu sonuglarin aksine AS ve SSc hasta gurubunda anti-DFS70 antikoruna
rastlanmamistir.  Kontrol grubundaki saglikli  bireylerde antikorun diisiik
saptanmasinin demografik 6zellikler ile ilgili olabilecegi gbz 6niinde bulundurularak
toplumun farkli kesimlerinde yapilacak ¢alismalarin daha aydinlatici veriler sunacagi

diistinilmektedir.

Yapilan tiim bu c¢eligkili sonuglarin elde edildigi calismalarin 1s181inda anti-
DFS70/LEDGF otoantikorlarmin dogal mi yoksa inflamatuar hastaliklarin bir
gostergesi mi oldugu netlestirilmeli ve/veya c¢Oziimlenmesi  konusunda ileri
caligmalarin gerekliligi goz ardi edilememelidir. Diger yandan bu otoantikorlarin
saglikli bireylerde yliksek oranlarda goriilmesi ve sistemik otoimmiin hastaligi olan
bireylerde ise ¢ok diisiik diizeylerde saptanmasi ¢aligmalarda dikkat edilmesi gereken
noktalardan biridir. Ayrica yapilan calismalarda sistemik seyirli romatolojik
inflamatuar hastaliklarin yaninda; AD, astim, intertisyel sistit, Vogt-Harada
sendromu gibi rahatsizliklarda da varligini gostermektedir. Bu otoantikorlarin kronik
inflamatuar durumlarda 6zellikle kadinlar {izerindeki etkileri de dikkate alinarak

aragtirtlmasi gerekmektedir.

Bu gozlemler biiylik hasta gruplar1 ve saglikli kontrol gruplar iizerinde
genisletilerek farkli ilke ve popiilasyonlardaki etnik gruplar arasinda
tekrarlanmalidir. Yapilacak calismalarin ¢oklu antikor saptama metodlar: iizerinde
gerceklestirilmesi yanlis pozitiflikleri ve negatiflikleri ekarte etme agisindan ayrica

Onemlidir.
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OZET

Sistemik otoimmiin romatolojik hastaliklar 6nemli bir morbidite ve mortalite
nedenidir. Otoimmiin romatizmal hastaliklar bir¢ok ortak 6zellik ve klinik belirtiye
sahip olmalarma ragmen, klinik seyirlerinde 6énemli ayrimlar bulunmaktadir. Hiicre
ici antijenlere karsi iiretilmis olan antiniikleer antikorlar gibi ¢esitli otoantikorlarin

varligit SARD’n 6zellikleridir.

Bu ¢aligmada rutin ANA IIF testinde siklikla saptanabilen ama hakkinda ¢ok
fazla arastirma yapilmamis olan anti-DFS70 ( anti-LEDGF) otoantikorunun, sistemik
otoimmiin romatolojik hastaliin tanisma katkisinin arastirilmasi ve elde edilen

sonuclar 1s181nda bu otoantikorun olasi 6neminin degerlendirilmesi amaglanmistir.

Anti-DFS70 antikorlar, ilk olarak, interstisyel sistitli, bir hastanin ANA IIF
test paterninde tanimlanmistir. Tipik DFS IIF boyama modeli ¢ekirdegin interfaz
evresi boyunca ve metafaz kromatinlerinde esit olarak dagilmis ince benek paterni
olarak kabul edilmektedir. Fakat birincil hedef otoantijen ilk olarak lens epitelinde
tirevli bliylime faktorii (LEDGF) veya DNA baglayan transkripsiyon koaktivator

p75 olarak tanimlanmastir.

Calismamizda 507 bireyden olusan saglikli kan donérii kontrol grubu olarak
kullanild1. Otoimmiin hastalik grubu olarak; 418 Romatoid artrit tanili birey, 101
SLE tanili birey, 36 Sistemik Skleroz tanili birey, 71 Sjogren sendromu tanili birey,
43 Ankilozan spondilit tanili birey, 2555 Bag dokusu hastaligi on tanili birey
kullanildi. ANA IIF testinde, anti-DFS70 pozitif sonu¢ veren oOrnekler, ELISA
testinde ayrica caligildi. Arastirmamizda elde ettigimiz verilere gore anti-DFS70
otoantikoru saglikli kontrol gurubunda %0.6 oraninda saptanmis olup SARD
icerisinde yer alan hastalik gruplar icerisinde dagilimi farklilik gdstermektedir.
RA %1.4, SLE %2.97, Sjogren sendromu %1.4 ve BDH 6n tanil1 hastalik gurubunda
ise bu oran %1.05 saptanmistir. Bu sonuglarin aksine AS ve SSc hasta gurubunda
anti-DFS70 antikoruna rastlanmamistir. ANA IIF testinde, anti-DFS70 pozitif sonug

veren Ornekten 39/47 tanesi ELISA testinde pozitif saptandi.

Elde ettigimiz sonuglara gore, anti-DFS70 otoantikoru sistemik otoimmiin
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romatolojik hastalik tanisi igerisinde olan bazi hastaliklarda, saglikli bireylere gore
daha sik saptanmistir, anti-DFS70 otoantikorunun, SARD bireyleri ve saglikli
bireylere 6zgiilliiglinlin arastirlmasi i¢in daha genis caligmalarin yapilmasi gerektigi

diistiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Anti-DFS70, LEDGF, SARD, Otoantikor
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SUMMARY

Systemic autoimmune rheumatic diseases are major cause of morbidity and
mortality. Although autoimmune rheumatic diseases have many common features
and clinical symptoms, they have important distinctions in the clinical course. The
presence of various autoantibodies, such as antinuclear antibodies produced against

intracellular antigens, are characteristic of systemic autoimmune rheumatic disease.

Although anti-DFS70 antibodies are commonly determined in ANA IIF test,
there have been few studies about these antibodies linked to various disease
conditions. Therefore, in this study, we aimed to investigate the prevalence of anti-
DFS70 antibodies in systemic autoimmune rheumatologic diseases and to evaluate

the significance of these antibodies, accordingly.

Anti-DFS70 antibody was first time identified as ANA IIF pattern in a
patient with interstitial cystitis. The typical DFS has been described as IIF staining
pattern which is uniformly distributed throughout the interphase nucleus and, most
notably, are localized on metaphase chromosomes. It was named as DFS70 after 70-
kDa protein was detected in the immunoblot test. However, primary target auto-
antigen was first identified as lens epithelial-derived growth factor (LEDGF) or
DNA binding transcription coactivator p75.

In our study we created test groups as; 507 healthy blood bank donors, 418
Rheumatoid arthritis, 101 SLE patients, 36 Systemic sclerosis patients, 71 Sjogren
syndrome patients, 43 Ankylosing spondylitis and 2555 Connective tissue disease
(CTD) pre-diagnosed patients. Anti-DFS70 positive samples in ANA IIF were also
tested in ELISA test. In this study, anti DFS70 autoantibody level was detected %0.6
in healthy controls. The distribution of anti DFS70 antibody level was varied
between different disease groups in SARD. It was detected %1.4 in RA, %2.97 in
SLE, %1.4 in Sjogren syndrom and %1.05 in disease group with pre-diagnosed CTD.
In spite of these results, anti-DFS70 antibody was not detected in AS and SSc patient
groups. Totally 39 out of 47 samples were also found to be anti DFS70 positive on
ELISA test.

According to our results, anti-DFS70 autoantibody is detected more
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commonly in certain disease sub-groups of SARD than healthy individuals. More
comprehensive studies are needed to be done to investigate the anti-DFS70

autoantibody specificity for SARD patients and healthy individuals.

Key Words: Anti-DFS70, LEDGF, SARD, Autoantibody
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EK-1
BILGILENDIRILMi$ GONULLU OLUR FORMU

[LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ!...]
Bu calismada yer almayi kabul etmeden 06nce calismanin ne amagla

yapilmak istendigini anlamaniz ve kararinizi bu bilgilendirme sonrasinda
0zgur iradenizle vermeniz gerekmektedir.

1.ARASTIRMAYLA iLGIiLi BILGILER:

1-Arastirmanin Adi: ‘Sistemik otoimmun romatolojik hastaligi olan bireylerde
anti-DFS70/(LEDGF) otoantikorunun sandwich ELISA yontemi ile
arastiriimasr’

2-Arastirmanin igerigi: Romatolojik hastalikli kisilerde kanda bulunabilen
Anti-yogun ince benekli (anti-DFS70)dedigimiz antikorun ELISA denen
yontemle arastirilmasi.

3-Aragtirmanin Amaci: Bagisiklik sisteminin romatizmal hastaliklar ciddi
etkileri olan dlumcul seyirli rahatsizliklardir. Bu hastaliklara karsi vicut gesitli
bagisiklik hucreleri Uretmektedir. Bu bagisiklik hucrelerini arastirmak igin
geligtirilen testler bulunmaktadir. Anti-DFS70 antikorlar bu hastaliklarin
tanisinda kullaniimasi arastirma asamasinda olan bir testtir. Simdiye kadar
anti-DFS70 antikoru farkh hasta gruplarinda gahgilmigtir. Bu galisma ile elde
edilen verilerde bu antikorun bagisiklik sistemi hastaliklarinin tanisina ne
kadar faydali oldugu arastirilacaktir. Faydali oldugu bulundugu taktirde bu
hastaliklarin erken tanisinda katkisi olacaktir. BOylece erken tani ve tedavi ile
hastaliklar 6nlenmis olacaktir.

4-Arastirmanin Ongériilen Siiresi: 1 yil

5- Aragstirmaya Katilmasi Beklenen Gonullu Sayisi:
1. Grup:96 kisi IFAT ile Anti-DFS70 pozitif saptanan grup
2. Grup:550 kigi ise herhangi bir sistemik otoimmun romatolojik hastaligi
olmayan kan bankasina basvuran saglam gonulltler

6- Arastirmada izlenecek Uygulamalar ve Tedavi:

Sizin damarinizdan 5 ml kan alinacaktir. Siz kani sorumlu hekime teslim
ettikten sonra g¢alismadan higbir sekilde sorumlu degilsiniz. Sizin kaninizda
ELISA cihazi dedigimiz cihaz vasitasiyla ve mikroskop altinda inceleme
yontemi (IFAT) ile antikorlar saptanacaktir. Kaniniz anti-DFS70 denen
otoantikor acisindan degerlendirilecektir. Eger kaninizda bu otoantikor
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saptanirsa herhangi bir tedavi uygulanmayacaktir. Elde edilen veriler
istatistiksel bilimsel ¢alisma icin kullanilacaktir.

2.ARASTIRMAYA KATILMA iLE BEKLENEN OLASI YARAR(LAR):

Bu aragtirmada sizin icin beklenen yarar(lar) : Saptanan bu otoantikorun
sistemik romatizmal bir hastaligin erken tanisina katkisi arastirilacaktir.

3._G-6NULLUNUN UYGULAMA SIRASINDA KARSILASABILECEGI
RISKLER VE RAHATSIZLIKLAR:

Sizin kolunuzdan 5 (bes) ml kan alinacaktir. Kan alinan yerde hafif bir
kanama, sonra morarma olabilir. Morarma oldugunda c¢alismayi yuUruten
sorumlu hekime bagvurabilirsiniz .

4.GONULLULER iGiN ARASTIRMADAN BEKLENEN TIBBi YARAR:
Calisma sirasinda herhangi bir ila¢ tedavisi almayacaksiniz fakat bu
antikorun saptanmasi halinde elde edilen veriler bilimsel arastirma igin
kullanilacaktir. Elde edilen veriler romatizmal hastaligin erken tanisina
faydasi arastirilacaktir.

5.GEBELIK

Gebe ya da gocuk emziren kadinlar bu ¢alismaya katilamazlar. En iyisi gebe
olmadiginizdan ve galisma boyunca gebe kalmamaya niyetli oldugunuzdan
emin olmalisiniz. Caligma sirasinda gebe kaldiginizdan suphelenirseniz,
hemen calisma doktoruna haber vermelisiniz. Gebe iseniz izniniz alinmadan
arastirmadan ¢ikarilacaksiniz.

6.ARASTIRMAYA SEGCENEK OLAN GIiRISIMLER YA DA TEDAVILER
KONUSUNDA BILGILENDIRILME

Yukaridaki arastirmada uygulanacak tetkik ve tedaviye yonelik girisimler
diginda hastaligimla ilgili bagka uygun yontemlerin var oldugunu, ancak bu
arastirmada uygulanmayacagini ogrendim. Eger yukaridaki c¢alismaya
katilmayi kabul etmezsem so6zu edilen Oteki tedavileri alma hakkina sahip
oldugumun bilincindeyim.

7.ARASTIRMA DISI BIRAKILMA DURUMLARI
Calisma programini aksatmaniz, gebe kalmaniz durumunda doktorunuz sizin
izniniz olmadan sizi calismadan ¢ikarabilir.

8.ARASTIRMA KAPSAMINDAKIi GIDERLERIN KARSILANMASI
Yapilacak her tur tetkik ve diger arastirma masraflari size veya guvencesi

altinda bulundugunuz resmi ya da Ozel higbir kurum veya Kkurulusa
odetilmeyecektir.
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9.ARASTIRMAYA KATILMA DURUMUNDA HERHANGiI BiR ODEME
YAPILACAK MIDIR?

Bu arastirmada yer almaniz nedeniyle size higbir 6ddeme yapilmayacaktir.

10.ARASTIRMA SURESINCE GIKABILECEK SORUNLAR iGiN iRTIBAT

Uygulama suresi boyunca arastirma hakkinda ek bilgiler almak igin ya da
calisma ile ilgili herhangi bir sorun, istenmeyen etki ya da diger
rahatsizliklariniz igin ya da arastirma disi bir ilag almak durumunda
kaldiginizda asagidaki doktor ile irtibat kurabilirsiniz.

Ars.Gor.Dr Bilal Olcay PEKER
1.Telefon: 0 533 735 76 45
11.ZARARLARIN KARSILANMASI:

Bu calismaya katildigim ig¢in zarar gorecek olursam, gerekli olan tibbi
bakimim sorumlu aragtirmaci / doktor tarafindan yerine getirilecegini,
masraflarimin sorumlu arastirmacilarin karsilayacagi bana bildirildi.

12.G_('5NULLULUK, ARASTIRMAYI REDDETME VE ARASTIRMADAN
CEKILME HAKKI, ARASTIRMADAN CIKARILMA:

a. Arastirmaya higbir baski ve zorlama altinda olmaksizin gonulli olarak
katiliyorum.

b. Arastirmaya katilmayi reddetme hakkina sahip oldugum bana bildirildi.

c. Sorumlu arastirmaci / doktora haber vermek kaydiyla, hicbir gerekcge
gOstermeksizin istedigim anda bu ¢alismadan gekilebilecegimin bilincindeyim.
Bu calismaya katilmayi reddetmem ya da sonradan ¢ekilmem halinde higbir
sorumluluk altina girmedigimi ve bu durumun simdi ya da gelecekte
gereksinim duydugum tibbi bakimi hi¢bir bicimde etkilemeyecegini biliyorum.

d. Calismanin yuruticisu olan arastirmaci / doktor ya da destekleyen
kurulug, calisma programinin gereklerini yerine getirmedeki ihmalim
nedeniyle ya da almakta oldugum tibbi bakimin kalitesini yuUkseltmek
amaciyla, benim onayimi almadan beni galisma kapsamindan gikarabilir.

13.GIZLILIiK:

Bu calismadan elde edilen bilgiler, galismanin sonuglari bilimsel toplantilar
ya da yayinlarda sunulabilir. Ancak, bu tur durumlarda kimligim kesin olarak
gizli tutulacaktir.

14. ALINAN KAN ORNEKLERININ DURUMU

Alinan kan ornekleri bagka bir galisma igin kullanilacaktir.
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15.CALISMAYA KATILMA ONAYI:

Yukarida yer alan ve arastirmadan once gonulliye verilmesi gereken bilgileri
goOsteren Bilgilendirilmig Gonulli Olur Formunu kendi anadilimde okudum
ya da bana okunmasini sagladim. Bu bilgilerin icerigi ve anlami, yazili ve
sOzlU olarak agiklandi. Aklima gelen butln sorulari sorma olanagi tanindi ve
sorularima yeterli cevaplar aldim.

Calismaya katiimadigim ya da katildiktan sonra ¢ekildigim durumda, higbir
yasal hakkimdan vazge¢mis olmayacagim. Bu kosullarla, s6z konusu
arastirmaya higbir baski ve zorlama olmaksizin gonullu olarak katiimayi
kabul ediyorum.

Bu formun imzali bir kopyasi bana verildi.

Gonudllinun :Adi- Soyadi:
Yas ve Cinsiyeti:
imzasi:
Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):

Velayet ya da vesayet altinda bulunanlar igin;
Veli ya da Vasinin Adi- Soyadi:
imzasi:
Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):

Tarih
Aciklamalari Yapan Aragtirmaci- Doktorun
Adi- Soyadt:
Imzasi:
Tarih:

Onam alma iglemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus
gorevlisinin

Adi- Soyadi:

imzasi:

Gorevi:

Tarih:
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EK-2

OLGU RAPOR FORMU

Olgu No:

Ad1 Soyadi:

Yas:

Cinsiyet:

Meslek:

Ek bilgiler:

1. Bilinen ek hastalik:

2. Siirekli kullanilan ilag:
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